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Las abreviaturas utilizadas en este trabajo se especifican a continuación. Para los nombres y 
símbolos utilizados, se ha elegido el sistema Internacional de Unidades. Las sustancias químicas 
se han nominado según el sistema de nomenclatura de la IUPAC. 
ADP Adenosín difosfato 
Adenilatos-ATP/ADP Relación entre el contenido de ATP y de ADP 
ATP Adenosín trifosfato 
Az/Ha Sacarosa obtenida por Ha 
BRIX Brix de la raíz 
C3 Especie cuyo primer producto fotosintético estable posee 3 átomos 
de carbono 
C4 Especie cuyo primer producto fotosintético estable posee 4 átomos 
de carbono 
DMDP 2,5-dihidroximetil-3,4-dihidroxipirrolidina, inhibidor de la actividad 
invertasa. 
DTT Ditiotreitol 
EDTA Ácido etilendiaminotetracético 
ETo Evapotranspiración potencial  
EToC Evapotranspiración potencial calculada 
EToC2d Evapotranspiración potencial calculada en los 2 últimos días (suma, 
incluyendo el día actual) 
EToC4d Evapotranspiración potencial calculada en los 4 últimos días (suma, 
incluyendo el día actual) 
EToC6d Evapotranspiración potencial calculada en los 6 últimos días (suma, 
incluyendo el día actual) 
G6P glucosa 6 fosfato 
GDIA Grados-día. Integral térmica 
GDIA2d Grados día en los 2 últimos días (suma, incluyendo el día actual) 
GDIA4d Grados día en los 4 últimos días (suma, incluyendo el día actual) 
GDIA6d Grados día en los 6 últimos días (suma, incluyendo el día actual) 
Hojas/Pl Hojas por planta 
IA Invertasa ácida 
IA –U/gpf Actividad total IA 
IA –U/mg prot Actividad específica IA 
IN Invertasa neutra 
IN –U/gpf Actividad total IN 
IN –U/mg prot Actividad específica IN 
LAI Índice de área foliar 
MS Materia seca 
MDH Malato deshidrogenasa 
N--amino Nitrógeno alfa amino en la raíz 
NNJUP Nitrógeno nítrico en jugo de peciolo 
NNMSP Nitrógeno nítrico en materia seca de planta 
NTL Nitrógeno total limbo 
NTP Nitrógeno total planta 
NTR Nitrógeno total raíz 
OAA Oxalacetato 
PAGE Electroforesis en gel de acrilamida 
PBrix Brix del peciolo 
PBS Tampón fosfato salino 
PEG Polietilenglicol 
PEPC Fosfoenopiruvato carboxilasa 
PEPC-pH7,1-U/mgprot Actividad específica de la PEPC medida a pH 7,1 
PEPC-pH7,3-U/mgprot Actividad específica de la PEPC medida a pH 7,3 
PEPC-pH8-U/mgprot Actividad específica de la PEPC medida a pH 8 
PEPC-pH7,3-
ActivacionG6P 
Relación entre la actividad PEPC a pH 7,3 en presencia de 4mM de 
G6P y la actividad PEPC a pH 7,3 sin G6P 
PEPC-pH7,1-
ActivacionG6P 
Relación entre la actividad PEPC a pH 7,1 en presencia de 4mM de 
G6P y la actividad PEPC a pH 7,1 sin G6P 
PEPC-pH8/pH7,3 Relación entre la actividad PEPC a pH 8 y la actividad PEPC a pH 
7,3  
PEPC-pH8/pH7,1 Relación entre la actividad PEPC a pH 8 y la actividad PEPC a pH 
7,1 
PEPC-SIN-02mM-Ugpf Actividad total PEPC medida a pH7,3 en presencia de 0,2 mM 
malato. Las concentraciones que pueden aparecer son: 002mM=0,02 
mM; 005mM=0,05 mM; 05mM=0,5 mM; 1mM=1 mM. 
PEPC-SIN-02mM-
Inhibición 
% de inhibición de la actividad PEPC medida a pH 7,3 en presencia 
de 0,2 mM de malato. Las concentraciones que pueden aparecer son: 
002mM=0,02 mM; 005mM=0,05 mM; 05mM=0,5 mM; 1mM=1 
mM. 
PEPC-50º-ACTTm % de actividad PEPC respecto a la máxima actividad, que se 
mantiene a pH 8 y 50ºC in vitro 
PEPc-SIN-50º-Ugpf Actividad total PEPC a pH 8 y 50ºC in vitro 
PEPc-SIN-50º-Umgprot Actividad específica PEPC a pH 8 y 50ºC in vitro 
PF Peso fresco 
Pi Fosforo inorgánico 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PORMSH % de materia seca de la hoja 
PORMSL % de materia seca del limbo 
PORMSP % de materia seca de la planta 
ProdMSR Producción de materia seca de raíz 
Prod Producción 
ProdR Producción de raíz 
Prolina- raíz-Ugpf Prolina en la raíz por peso fresco 
Prolina- hoja-Ugpf Prolina en la hoja por peso fresco 
Prolina- peciolo-Ugpf Prolina en el peciolo por peso fresco 
Prolina U/gpf moles de prolina por gramo de peso fresco 
PROMSH Producción materia seca de hoja 
PROMSL Producción materia seca de limbo 
PROMSP Producción materia seca de planta 
PROMSR Producción materia seca de raíz 
PS Peso seco 
RAAmino Nitrógeno alfa amino en la raíz 
RAzRed Azúcares reductores en la raíz 
ROS Especies reactivas del oxígeno 
RPol Polarización de la raíz 
RPotasio Potasio en la raíz 
RSodio Sodio en la raíz 
Rubisco Ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SDS-PAGE Electroforesis en gel de acrilamida en presencia de SDS 
SFE Superficie foliar específica 
SFEMS Superficie foliar específica por gramo de materia seca 
SS Sacarosa sintasa 
SS-U/gpf Actividad total SS 
SS-U/mgprot Actividad específica SS 
Tª Temperatura 
TBS Tampón tris salino 
TEMED N,N,N´,N´-tetrametil-etilen-diamina 
TGM Tris-HCl 48 mM, glicina 38 mM, SDS 0,037% (p/v), metanol 5% 
TMEDIA Temperatura media 
TMIN Temperatura mínima 
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La remolacha azucarera, Beta vulgaris, es una de las pocas especies de plantas superiores 
que utilizan la sacarosa como molécula de reserva de carbono a largo plazo. Es la principal fuente de 
producción de sacarosa en Europa. En Andalucía ha sido posible el gran desarrollo de este cultivo 
gracias a la gestión de la planta en un ciclo distinto al resto de España: la siembra otoñal. Andalucía 
produce prácticamente la totalidad de la remolacha de recolección estival de España. A pesar de los 
grandes avances en producción integrada de este cultivo, siguen siendo necesarias mejoras agrícolas 
y ecológicas que le permitan prosperar en las actuales condiciones de la política económica europea.  
La temperatura es una variable con gran influencia sobre el cultivo. Datos de anteriores 
campañas mostraban pérdidas muy significativas de concentración de sacarosa y de calidad 
industrial, que habían coincidido con golpes de calor en el mes en el que comienza la ganancia de 
riqueza (mayo). Esto, junto con la rápida evolución del cambio climático y las consecuencias que se 
predicen en Andalucía, justifican la importancia de ahondar en el estudio del comportamiento 
agronómico y metabólico de este importante cultivo frente a las altas temperaturas.   
En este trabajo se ha analizado la repercusión de los golpes de calor (aumentos bruscos de 
Tª, frecuentes en la primavera y el verano andaluz) en la producción, la calidad y el metabolismo, de 
la raíz de la remolacha azucarera de siembra otoñal. Para ello se han realizado ensayos de campo en 
parcelas en producción, durante tres campañas agronómicas. Se han generado datos ante el estrés 
térmico, hídrico y combinado, con la utilización de túneles plásticos y variando las condiciones 
hídricas. Se ha estudiado la respuesta de las plantas al déficit hídrico, térmico y combinado en 
condiciones controladas en cámaras de cultivos e invernadero con diversos sustratos. Han sido 
medidos y valorados parámetros agronómicos relacionados con el crecimiento, la producción y el 
estado hídrico de la planta, indicadores del estado hídrico y osmolitos compatibles. También se han 
registrado las actividades enzimáticas encargadas de la degradación de la sacarosa, sacarosa sintasa 
(SS), invertasa ácida (IA) e invertasa neutra (IN). Además, se ha cuantificado la acumulación de 
adenilatos, la actividad fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC) y su regulación por fosforilación o 
monoubiquitinación en las condiciones estudiadas para profundizar en los procesos metabólicos de 
este sumidero. 
Este estudio ha puesto de manifiesto que tanto el estrés hídrico como el térmico disminuyen 
la superficie fotosintéticamente activa de la planta, limitando el crecimiento de la raíz pero no la 
concentración de sacarosa y que el efecto del golpe de calor sólo afecta a la calidad de la raíz cuando 
va acompañado de déficit hídrico. También ha puesto de manifiesto que el estrés térmico tiene mayor 
impacto en los parámetros agronómicos cuanto más temprano ocurra el episodio. Las medidas 
enzimáticas de la SS, la IN y la PEPC han puesto de relevancia su papel en el crecimiento de la raíz, 
pudiendo aumentar su actividad en situaciones de estrés cuando estas se producen en la fase de 
crecimiento. La SS y la IN aumentan su actividad en situaciones que requieran movilización de 
reservas para reponer el aparato fotosintético. Aquí también se demuestra que la PEPC es activada 
por fosforilación en situaciones de estrés hídrico y que el estrés térmico de la planta genera cambios 
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en la enzima que la hacen más resistente a altas temperaturas in vitro. Además, se ha puesto por 
primera vez en evidencia, la existencia de regulación por monoubiquitinación en hojas y raíces de 
Beta vulgaris. 
Los resultados de estos estudios han permitido diferenciar patrones de respuesta de la 
remolacha azucarera al estrés térmico, hídrico o combinado. También han permitido concluir la 
importancia de una buena programación de riegos en el momento de crecimiento del cultivo que 
tome como referencia los parámetros de la planta y no sólo los climáticos. Esto permitiría adelantarse 
a las consecuencias de la importante pérdida de biomasa de raíz producidas por ambas presiones 



















1. INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS  
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1.1. LA REMOLACHA AZUCARERA EN ANDALUCÍA: LA SIEMBRA OTOÑAL 
 
La remolacha es una de las pocas especies de plantas superiores que utilizan la sacarosa como 
molécula para almacenar el exceso de carbono a largo plazo. Beta vulgaris es una dicotiledónea 
bianual de la familia Chenopodiacea. En el primer año completa su ciclo vegetativo formándose una 
roseta de hojas y una raíz tuberizada. La raíz pivotante es el órgano responsable de la acumulación de 
azúcar. El segundo año se produce el alargamiento del tallo y la floración (espigado), completándose 
el ciclo reproductivo con la formación de la semilla (Villarías Moradillo 1999a; Villarias Moradillo 
1999b). En las hojas se produce la síntesis de la sacarosa. Cualquier práctica cultural, agente 
atmosférico o patológico que deteriore las hojas, traerá como consecuencia una disminución de la 
cosecha. Es admitida la existencia de una correlación positiva entre el vigor del follaje y el contenido 
en azúcar (Villarías Moradillo 1999a; Villarias Moradillo 1999b).  
 
En la mayoría de los cultivos de remolacha, en las zonas más frías del Norte de Europa, de 
España y en Rusia, se lleva a cabo la siembra primaveral. Se siembra a principios de primavera, 
cuando finaliza el riesgo de heladas, y se recoge a finales de septiembre-octubre. El cultivo se 
desarrolla a temperaturas favorables y constantes, las cosechas tienen una duración de 6-7 meses y las 
plantas no suelen pasar periodos fríos (vernalización) lo que reduce el riesgo de espigado. El manejo 
del cultivo se encuentra bien establecido y se conoce bien la fisiología de la remolacha de siembra 
primaveral (John 1992). Pero es escasa la información sobre la de siembra de otoño. 
 
La siembra otoñal se lleva a cabo en una estrecha franja del mundo, del paralelo 40º N al 
trópico de Cáncer, donde la siembra primaveral no es posible. En esta forma de manejo del cultivo de 
la remolacha, la siembra se lleva a cabo en los meses de octubre-noviembre y se recoge a finales de 
julio. Con esto se consigue evitarle a las plántulas en pleno crecimiento la exposición a las altas 
temperaturas del verano. Esta práctica ha permitido el desarrollo del cultivo en Andalucía, donde se da 
la mayor superficie con este tipo de manejo de todo el mundo. Actualmente se cultivan en Andalucía 
unas 8.662 Has de remolacha azucarera en modalidad del cultivo de siembra de otoño con recolección 
en verano para producir un total de 749.502 t de raíz (MAGRAMA 2015). En el 2005 los datos en 
Andalucía eran de 42.000 Has y 2,4 millones de t. (AMI 2002). La extensión de cultivo en Andalucía 
se ha visto reducida a una 5ª parte, mientras que la producción sólo se ha reducido 3 veces. Esto indica 
importantes mejoras en la productividad del cultivo.  
 
Tradicionalmente, esta forma peculiar de manejo llevaba consigo una serie de problemas:  
i) unas condiciones ambientales muy variables, ya que el cultivo se desarrolla entre otoño, 
invierno y verano,  
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ii) la vernalización, que puede producirse en las zonas más frías de Andalucía provocando el 
espigado,  
iii) un periodo de cultivo más largo (9 meses) para obtener la misma producción que en el 
norte, 
iv) la pérdida de producción que provocan las altas temperaturas de verano previas a la 
recolección,  
v) una práctica de abonado nitrogenado errática debido a las condiciones climáticas 
cambiantes (exceso de lluvia o sequía) que dificulta el ajuste de los mínimos necesarios para un buen 
desarrollo del cultivo.  
Existen numerosas referencias relativas a que la calidad industrial de la remolacha de siembra 
otoñal es inferior a la primaveral, produciéndose pérdidas en el peso final de azúcar obtenida, aun 
partiendo de los mismos grados de polarización del cultivo (16º polarimétricos rinden 136,3 kg/t 
remolacha zona norte, y 122,4 kg/ t remolacha zona sur, (Morillo-Velarde et al. 2001).  
La Polarización o “riqueza” de la remolacha, permite hacer una estimación del azúcar o 
sacarosa potencialmente extraíble de la raíz. No todo el azúcar indicado por la polarización se puede 
trasformar en azúcar consumible. Parte de este azúcar se va a “perder” durante la extracción industrial. 
Parte de esta sacarosa queda retenida en las melazas, co-producto de la extracción de la sacarosa, 
debido a determinados componentes de la raíz de remolacha, que se conocen como “elementos 
melacígenos”. Los más importantes son los azúcares reductores (glucosa y fructosa), los iones 
alcalinos (sodio, potasio) y aminoácidos y amidas (nitrógeno alfa-amino), que aumentan la solubilidad 
de la sacarosa en los jarabes finales y producen coloraciones en el azúcar que dañan la calidad del 
producto final (Gordo 2003). Cuanto más elevados son estos valores en la raíz de remolacha, mayores 
son las pérdidas de azúcar en el proceso de extracción (Gutierrez Sosa 2015). La calidad de la 
remolacha azucarera depende tanto de factores manejables por el agricultor (agronómicos) como no 
manejables (suelo, clima) (Fig.I.1). 
 
Figura I.1. Factores manejables y no manejables por los agricultores, que determinan la calidad industrial de la 
remolacha azucarera. Fuente: Revista AIMCRA, mayo 2015. 
Aspectos de la fisiología de Beta vulgaris en condiciones de siembra otoñal                                       Introducción 
 
4 
El clima es un factor no manejable. La incidencia de este factor sobre la Calidad Tecnológica 
de la raíz de remolacha es muy importante. Algunos autores estiman que el 30% de la variación 
porcentual de la Calidad Tecnológica en siembra de primavera y el 60% en siembra de otoño (por la 
presencia del cultivo de secano) están afectada por el clima (Gordo 2003). Por regla general, los años 
de sequía afectan desfavorablemente a la Calidad Tecnológica, provocando estrés hídrico en la 
remolacha así como una alteración de los componentes químicos de la raíz (especialmente en los 
compuestos con nitrógeno -amino) que en definitiva supone una reducción de la Calidad (Moro 
1992). Estudios llevados a cabo para detectar la influencia de las variedades de remolacha cultivada en 
Europa y las condiciones ambientales, han concluido que para todos los parámetros de rendimiento y 
de calidad, el efecto del medio ambiente represento alrededor del 80% de la varianza total (Hoffmann 
et al. 2009) 
En las figuras I.2 A y B se presenta la evolución de la pureza de las últimas diez campañas 
azucareras en la Siembra de Primavera y Siembra de Otoño. En ambos casos, la línea de tendencia es 
ligeramente ascendente. En la siembra otoñal es más inestable debido fundamentalmente al efecto que 
ejerce el clima y muy marcadamente en el cultivo de secano sobre la calidad industrial (Gutierrez Sosa 
2015).  
  
A. A. Evolución de la pureza de la remolacha de siembra 
primaveral. 
B. B. Evolución de la pureza de la remolacha de siembra 
otoñal. 
 
Figura I.2. Evolución de la pureza (calidad industrial) en el cultivo de las remolachas de siembra otoñal y 
primaveral en España durante las campañas 2004-2013. Fuente: publicación AIMCRA 2014.   
 
Continuamente se están evaluando nuevas variedades, se realizan estudios sobre el uso 
adecuado del abono según el tipo de suelo, tiempos de espera para la recolección, reguladores de 
crecimiento y condiciones de riego. Los resultados de estas investigaciones generan un conjunto de 
recomendaciones específicas.  
En el cultivo de la remolacha en España, los rendimientos han aumentado de forma continua y 
especialmente en los últimos años, como no lo ha hecho ningún otro cultivo, como consecuencia del 
conocimiento técnico desarrollado y de su transferencia eficaz a los agricultores. Actualmente los 
rendimientos medios de la siembra de primavera (105 t/ha equivalentes a 16,8 t/ha de sacarosa; 6,25 t 
de raíz/t sacarosa) y de la siembra de otoño (81 t/ha equivalentes a 12,9 t/ha de sacarosa; 6,28 t de 
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raíz/t sacarosa) en España, son los más altos del mundo en cada modalidad de cultivo. Prácticamente 
la totalidad del cultivo de siembra de otoño se hace en producción integrada (lo que supone la 
existencia de un protocolo oficial de normas de cultivo y de un grupo de técnicos que hacen un 
asesoramiento personalizado a los agricultores) (Morillo-Velarde 2012). El cultivo de la remolacha 
otoñal ha ido mejorando desde los años 80 con una media de mejora anual del rendimiento del 1.4 % 
(Morillo-Velarde 2014). 
La entrada en vigor de la nueva PAC para el periodo 2015- 2020 incluye, dentro del apartado 
de las ayudas asociadas al cultivo, el compromiso obligatorio para la remolacha de cumplir con el 
reglamento de Producción Integrada (PI)  (Bermejo Corrales 2015). 
La temperatura es una variable con gran influencia sobre el cultivo. Es conocida la 
importancia de la temperatura en los primeros momentos del desarrollo, su influencia en la entrada en 
vernalización, y en la producción del espigado (floración). También se ha incluido en los modelos de 
predicción de aparición de ciertas plagas (esencialmente pulgones). El análisis de las campañas de 
1995, 1996 o 2003 mostró una perdida muy significativa de riqueza y una importante merma en la 
calidad industrial. Estas campañas tuvieron en común episodios de golpes de calor durante el periodo 
en que comienza la ganancia de riqueza (mes de mayo). Esta pérdida de riqueza y calidad puede ser 
achacable a las altas temperaturas alcanzadas en momentos críticos del cultivo (Memoria proyecto 
Profit 2003).  
Durante la campaña 2014-2015, a pesar de los buenos resultados y la mejora en el cultivo se 
reseña desde AIMCRA que “las altas temperaturas que se han padecido a lo largo del mes de julio han 
tenido una elevada incidencia en el cultivo, afectando tanto a la polarización como a la calidad 
tecnológica de la remolacha” (Campaña remolachera-azucarera 2014/2015, AIMCRA). Es limitado el 
conocimiento sobre la influencia de las variables climáticas en la calidad de la remolacha. Esto hace 
importante el conocimiento del efecto de las altas temperaturas en periodos críticos del cultivo, que 
permitirían hacer propuestas de manejo que palien el efecto de las mismas, haciendo la remolacha más 
rentable y competitiva. 
La reducción de las cuotas de mercado y la nueva normativa europea, han obligado al sector 
remolachero a aumentar la eficacia. La Producción Integrada de la remolacha azucarera en Andalucía 
ha permitido conocer con detalle las prácticas de cultivo realizadas por los agricultores. Junto con las 
recomendaciones de cultivo, los planes de producción integrada, han permitido mantener la 
rentabilidad del cultivo para los cultivadores de remolacha, mejorar los rendimientos, reducir los 
costes y al mismo tiempo cumplir con los compromisos de sostenibilidad medioambiental y de 
seguridad alimentaria (Rosique 2015). 
Este proyecto de investigación intenta ahondar en los mecanismos fisiológicos que subyacen 
en la pérdida de la calidad de las remolachas de siembra otoñal, además de dilucidar qué efectos tienen 
la temperatura en el cultivo y su relación con el déficit hídrico. 
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1.2. ESTADO ACTUAL DEL CULTIVO DE LA REMOLACHA AZUCARERA 
 
El cultivo de la remolacha azucarera en España se ha visto obligado a disminuir y 
reconvertirse. En enero del 2004, la OCM (Organización Común de Mercados) hace una propuesta de 
reforma del sector del azúcar. Esta reforma estuvo encaminada a llevar a la mitad la producción de 
azúcar. Los aspectos más negativos para el sector español fueron la disminución de la cuota, la 
reducción de los precios, la posibilidad de que se produjeran transferencias de cuota entre los Estados 
miembros y el agrupamiento de las cuotas A, B (precio de la producción contratada previamente) y C 
(remolacha excedentaria). Estas propuestas supusieron importantes movilizaciones del sector. Hasta 
ahora, la única salida que le ha quedado al sector remolachero-azucarero es aumentar la eficacia del 
cultivo. Actualmente la producción de azúcar está limitada por el establecimiento de cuotas a los 
Estados Miembros de la Unión Europea. La producción se ha venido reduciendo como consecuencia 




Figura I.3. Evolución de la producción Española de remolacha desde el 2000-2011. Fuente: Revista Infoagro, 
2012. 
 
Dentro de la UE, la producción de azúcar española representa el 2,9%, con un porcentaje de 
cuota de producción del 3,7% y la superficie de remolacha en España supone el 3,5% de la superficie 
del total de la UE (1,512 millón Ha). Los principales países productores son Francia y Alemania con 
una cuota de 3 Mt y 2,89 Mt respectivamente, seguidos de Polonia con una cuota de 1,4 Mt. España es 
el octavo país productor de azúcar (MAGRAMA 2015). 
Hasta la campaña de comercialización 2016/17 (30 septiembre 2017) la producción de azúcar 
está limitada por el establecimiento de cuotas a los Estados miembros de la UE. España tiene 
asignadas 498.480,2 t de azúcar repartida entre dos empresas, AB Azucarera Iberia, S.L con 378.480,2 
t y ACOR con 120.000 t. A partir de la campaña de comercialización actual, 2014/2015 (octubre de 
2014 - septiembre de 2015), según permite el Reglamento 1307/2013, se ha decidido que los 
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remolacheros, en España, reciban una ayuda asociada por hectárea de remolacha cultivada 
(MAGRAMA 2015). 
En el proceso de reestructuración del sector azucarero en la UE, se han dejado de producir 
5,77 Mt. El abandono de cuota español supone el 9,97% del total comunitario (MAGRAMA 2015). 
Actualmente el cultivo está respaldado por el nuevo AMI (Acuerdo Marco Interprofesional) 
que aporta un marco de estabilidad para los próximos cinco años y por un modelo que garantice la 
sostenibilidad del cultivo valorando el rendimiento por hectárea, la calidad tecnológica y el transporte 
hasta la fábrica. La sostenibilidad presente y futura del sector remolachero azucarero en España 
depende del incremento de la productividad en el campo y de la mejora de los procesos de extracción 
en los centros productivos (Agrodigital 2015). 
 
En España, el valor de la producción de la remolacha azucarera representa en 2013 el 0,32% 
de la Producción de la Rama Vegetal (PRV) y el 0,19% de la Producción de la Rama Agraria (PRA) 
(MAGRAMA 2015). En la campaña 2013/14, se han cultivado 26.605 ha, con una producción de 
2,135 millones de toneladas (Mt) de remolacha de recolección invernal-Zona Norte y 8.662 ha, con 
una producción de 749.502 t de remolacha de recolección estival-Zona Sur. Andalucía produce 
prácticamente la totalidad de la remolacha de recolección estival de España. Destaca Sevilla con 5.739 
ha / 531.154 t y Cádiz con 2.795 ha / 210.550 t de recolección estival (MAGRAMA 2015) 
 
1.2.1. La producción mundial 
 
La remolacha azucarera se cosecha en la franja de 60° latitud N y 30° latitud S (FAO 2011, 
Fig. I.4). La producción mundial de azúcar en 2013 ascendió a 167,3 Mt (Fuente: informe diciembre 
2014 de la Organización Internacional del Azúcar, ISO). El principal productor mundial de azúcar en 
el 2013 fue Brasil con 37,5 Mt, seguido de India con 23 Mt, la UE con 15,9 Mt, China con 13,1 Mt y 
Tailandia con 9,8 Mt. Los principales importadores mundiales fueron China con 5,6 Mt, la UE con 4,1 
Mt, Indonesia con 3,4 Mt y EE.UU. con 2,9 Mt. El principal exportador fue Brasil con una cuota de 
exportación de 27,1 Mt (45,6 % del total). En cuanto a las previsiones para la campaña 2014/2015 
(fuente: ISO), se estima una producción mundial de 172 Mt y un consumo de 171,5 Mt. (MAGRAMA 
2015). 
A pesar de que el área cultivada ha ido disminuyendo en las últimas dos décadas, la 
producción total de la raíz se ha mantenido estable en el mismo período debido a los rendimientos en 
aumento (Fig. I.5) (Rinaldi & Horemans 2014).  




Figura I.4. Mapa de la producción mundial de remolacha azucarera. Promedio de la producción desde 1993 
hasta 2013. Fuente: FAOSTAT, 2015 
 
En muchos países la remolacha azucarera representa el cultivo que más valor nutritivo 
produce en relación a la unidad de superficie, pues las hojas y cabezas o topes de la remolacha es un 
alimento muy rico en nutrientes para el ganado  (Infoagro 2012). 
 
Figura I.5. Área mundial cosechada de remolacha azucarera y rendimiento promedio durante el periodo 
1961-2009. Fuente: FAO, 2011 
 
A nivel mundial, tras varios años de incrementos en la producción (Fig. I.6) en la campaña 
2013/14 se redujo la producción mundial de azúcar un 1%, hasta situarse alrededor de 175,7 Mt. El 
consumo se ha mantenido en alza, incrementándose cerca de un 2% hasta las 167,49 millones de 
toneladas. Estas cifras indican que la 2013/14 fue la cuarta campaña consecutiva con una producción 
por encima del consumo (8 mill t de diferencia), por lo que el mercado presentó superávit y unas 
existencias finales fortalecidas (45,51 mill t, un 3,5% más que en 2012/13). 
 





Figura I.6. Evolución del balance mundial del azúcar (2009-2014). Fuente: COAG 2014 con los datos de 
USDA.  
 
Las nuevas exigencias de productividad y sostenibilidad, requieren de una intensa 
investigación y transvase de información. Profundizar en la fisiología del cultivo ante condiciones 
climáticas adversas ayudaría a aportar conocimientos para diseñar estrategias de manejo que permitan 
aumentar la eficacia. Como por ejemplo, en el caso de la influencia de la temperatura, determinar los 
periodos críticos del cultivo y asegurar mecanismos de riego en función de los golpes de calor.  
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1.3. EFECTO DE LOS FACTORES CLIMÁTICOS SOBRE EL CULTIVO DE LA 
REMOLACHA AZUCARERA. MECANISMOS QUE DETERMINAN EL NIVEL DE 
TOLERANCIA Y ACLIMATACIÓN. 
 
Los cultivos raramente alcanzan su máxima producción potencial debido a las limitaciones 
impuestas por el ambiente, como el déficit hídrico, las temperaturas adversas o las deficiencias en 
nutrientes (Kramer & Turner 1980). Las altas temperaturas y déficit hídrico son dos importantes 
limitaciones ambientales que restringen el crecimiento de plantas y la productividad en muchas áreas 
del mundo (Boyer 1982; Ciais et al. 2005). En los cultivos mediterráneos las condiciones climáticas 
que más limitan el crecimiento son el déficit hídrico y las altas temperaturas.  
Según las diferentes señales de estrés ambiental, el genoma de las plantas puede dirigir el flujo 
de energía a diferentes procesos para establecer un nuevo estado de homeostasis relacionado con las 
condiciones específicas de estrés. La aclimatación permite a las plantas responder a fluctuaciones 
ambientales. Las plantas utilizan mecanismos de desarrollo y fisiológicos que las protegen del estrés 
abiótico. Estos mecanismos incluyen la capacidad de acumular metabolitos y proteínas protectoras, 
regular el crecimiento, la morfogénesis y la fotosíntesis, transporte de membrana, apertura estomática 
y distribución de los recursos. El efecto de estos cambios es conseguir la homeostasis celular y que el 
ciclo vital de la planta pueda ser completado bajo las nuevas condiciones ambientales  (Taiz et al. 
2015). 
El estrés produce desacople funcional de las rutas metabólicas que puede dar como resultado 
la acumulación de compuestos intermedios que podrían ser subproductos tóxicos. La mayoría de 
estreses abióticos dan como resultado la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Las ROS 
tienen efectos negativos en el crecimiento, desarrollo y producción pero por otro lado activan rutas de 
señales de transducción que inducen mecanismos de aclimatación que contrarrestan los efectos 
negativos del estrés (Taiz et al. 2015). 
El seguimiento de la respuesta fisiológica de la planta requiere conocer el grado de estrés al 
que está siendo sometida (Taiz & Zeiger 2006). Se hace necesario utilizar indicadores para detectar el 
grado de estrés que está sufriendo la planta y que den información sobre los mecanismos fisiológicos 
que se están desencadenando en la respuesta.  
 
1.3.1. Rutas de señalización activadas en respuesta a estrés abiótico 
 
Las ROS actúan como mensajeros. La adquisición de aclimatación sistémica esta mediada por 
una onda de ROS autopropagada. El estrés abiótico aplicado a una parte de la planta puede generar 
señales que pueden ser transportadas al resto de la planta, iniciando la aclimatación incluso en partes 
de la planta que no han sido sometidas a estrés. Este proceso se denomina aclimatación sistémica 
adquirida (SAA). Han sido descritas rápidas respuestas de SAA a diferentes estreses abióticos: calor, 
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frio, salinidad, y alta intensidad luminosa. Es estos casos ha sido demostrada la mediación de una onda 
autopropagada de producción de ROS, que viaja a una tasa aproximada de 8,4 cm/min y es 
dependiente de NADPH oxidasas específicas, las RBOHD (Respiratory Burst Oxidase Homolog D), 
localizada en la membrana plasmática. Las rápidas tasas descubiertas utilizando la luciferasa sugieren 
que la respuesta al estrés abiótico puede ocurrir a una tasa mucho mayor de lo que se pensaba 
previamente (Mittler et al. 2011; Suzuki et al. 2013). 
 
1.3.2. El déficit hídrico reduce el crecimiento 
 
Muchos cultivos en condiciones ambientales mediterráneas no son regados durante la 
temporada de crecimiento y a menudo están sujetos a diferentes grados de estrés hídrico que reduce la 
producción de biomasa (Iannucci et al. 2000). Numerosos cambios fisiológicos y bioquímicos bien 
conocidos en la actualidad ocurren en una planta sometida a estrés hídrico. El déficit hídrico 
disminuye la presión de turgencia, aumenta la toxicidad de los iones e inhibe la fotosíntesis. Cuando 
las células vegetales experimentan déficit hídrico, se produce la deshidratación celular. Esto afecta a 
muchos procesos fisiológicos básicos (Tabla I.1) (Taiz et al. 2015). 
La remolacha azucarera consume 500-800 mm de agua durante el período de crecimiento. 
Los requerimientos hídricos estacionales dependen del clima y las condiciones meteorológicas, de la 
fecha de siembra y densidad, del riego y del manejo del cultivo (Allen et al. 1998). Las remolachas 
azucareras son más sensibles a la escasez de humedad en las primeras etapas de crecimiento, pero su 
pico de consumo de agua llega cuando se alcanza la cobertura del dosel máxima. Se deben mantener 
los niveles de humedad del suelo por encima de la mitad a un tercio del total de agua disponible para 
evitar el cierre estomático (Rinaldi & Horemans 2014). 
Por lo general hay una relación positiva entre el uso del agua, la producción radicular y el 
contenido de azúcar. El estrés hídrico reduce el rendimiento, mientras que el riego excesivo cerca de la 
cosecha reduce la concentración de sacarosa en la raíz e incrementa los costos de procesamiento, lo 
que reduce los beneficios (Ehlig & LeMert 1979). 
La remolacha azucarera es sensible a los déficits hídricos en el momento de la emergencia del 
cultivo y durante un período de aproximadamente un mes después de la emergencia. Son necesarios 
riegos frecuentes y ligeros durante este período. Un exceso de riego temprano puede retardar el 
desarrollo foliar. Los déficits hídricos en medio del período de crecimiento tienden a afectar los 
rendimientos de azúcar con más fuerza que cuando se presentan en períodos posteriores (Rinaldi & 
Horemans 2014). 
Los déficits hídricos moderados, junto con deficiencias leves de nitrógeno hacia el final del 
período de crecimiento, reducen el crecimiento de la raíz pero elevan la concentración de sacarosa. En 
general, el crecimiento de la parte superior hacia el final del período de crecimiento tiende a tener una 
correlación negativa con la producción de azúcar, aparentemente como resultado de la competencia 
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por los asimilados entre el crecimiento vegetativo y la raíz acumuladora. Normalmente, la estación de 
riego termina entre 2 a 4 semanas antes de la cosecha, dependiendo de la capacidad de retención 
humedad del suelo, para aumentar la concentración de sacarosa de las remolachas. El cultivo no es 
muy sensible a déficits hídricos moderados, excepto durante la emergencia y el crecimiento inicial. 
(Rinaldi & Horemans 2014). 
Cuando las plantas están bajo estrés hídrico, las hojas de remolacha se vuelven de color verde 
oscuro, y si el estrés es severo, las hojas no se recuperan a partir del mediodía, marchitándose por la 
tarde  (Hanks et al. 1981). 
La remolacha azucarera proviene de la especie tolerante a la sal Beta maritima que posee 
mecanismos especiales para combatir la sequía y es por lo tanto altamente tolerante a este tipo de 
estrés ambiental (Clarke et al. 1993).  
El cultivo es bastante tolerante a la salinidad, con excepción de las primeras etapas de 
crecimiento después del establecimiento del cultivo (Katerji et al. 1997). 
Es conocido que la raíz de remolacha desarrolla un sistema radicular profundo en déficit 
hídrico; sin embargo, a pesar de esto, la hoja se marchita frecuentemente bajo condiciones de alta 
demanda evaporativa (Clarke et al. 1993). El cierre estomático está acoplado con una inhibición de la 
entrada de carbono y del flujo de nutrientes desde las raíces, dando como resultado que eventualmente 
la fotosíntesis y la producción de carbohidratos se ven reducidos (Dunham & Clarke 1992). El cierre 
estomático causa el cese de la evapotranspiración el cual hace aumentar la temperatura foliar (Lourtie 
et al. 1995). En suelos secos, el crecimiento de la raíz se ve mucho menos deprimido que el 
crecimiento del tallo. Se ha descrito que bajo estrés por sequía, la relación materia seca de raíz de 
almacenamiento/ materia seca de hojas disminuye (Marschner 1995; Shaw et al. 2002), indicando una 
reparto diferente de los fotoasimilados. 
El estrés por sequía puede afectar a la acumulación de sacarosa en la remolacha azucarera 
mediante la restricción del desarrollo foliar y el crecimiento de la raíz de almacenamiento. La 
producción de la remolacha azucarera está marcadamente restringida por el estrés por la sequía y tanto 
la formación de hojas como la producción de raíz se ven reducidos (Hoffmann et al. 2005). Esta 
reducción de la producción puede resultar de la restricción del crecimiento de las hojas y la 
asimilación de CO2 (Bloch et al. 2006).  
Un buen rendimiento de remolacha azucarera de 160 a 200 días es de 40 a 60 t/ha de 
remolacha fresca. Se han obtenido rendimientos de hasta 100 t/ha o más bajo condiciones muy 
favorables. La producción total de materia seca varía de menos de 10 t/ha a más de 20 t/ha. El 
contenido en sacarosa varía principalmente entre 14 y 18 % sobre una base de materia fresca, lo que 
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1.3.3. Las plantas realizan ajuste osmótico en suelos secos por la acumulación de solutos 
 
El agua puede moverse a través del continuo suelo-planta-atmósfera si el potencial hídrico 
decrece a lo largo de esta ruta. El ajuste osmótico es la capacidad de las células de las plantas para 
acumular solutos y usarlos para disminuir el potencial hídrico celular en los periodos de estrés 
osmótico. El ajuste se pude hacer de dos formas implicando a la vacuola o al citosol. Las plantas 
pueden incorporar los solutos del suelo por la raíz o transportarlos hasta ellas desde otras partes de la 
planta (Taiz et al. 2015). 
 
Los niveles de Na+ y K+ 
Para el ajuste osmótico pueden usarse iones como el K+ y Na+, que se localizan en la vacuola 
dónde pueden balancearse las cargas negativas con Cl- y ácidos orgánicos (malato, citrato). En el 
citoplasma pueden acumularse Cl-, K+ y  también Na+ y Cl- que son esenciales a bajas concentraciones 
pero a altas concentraciones puede haber efectos negativos en el metabolismo celular. El K+ se 
requiere en mayor cantidad pero también puede dar problemas a altas concentraciones. Los iones se 
acumulan en la vacuola (Taiz et al. 2015). 
En remolacha azucarera se ha descrito que el déficit hídrico reduce la concentración de 
cationes univalentes (K+ y Na+) en los peciolos y la concentración de los cationes divalentes (Ca2+, 
Mg2+) en las hojas maduras y viejas, sin variar el contenido en cationes de la raíz acumuladora (Chołuj 
et al. 2008). Sin embargo se produce la acumulación de osmolitos compatibles como la prolina o la 
glicina-betaína (Chołuj et al. 2008). 
 
Los solutos compatibles 
Al incrementarse los iones en la vacuola deben acumularse otros solutos en el citosol para 
mantener el equilibrio de potenciales entre compartimentos. Estos solutos se denominan solutos 
compatibles. Son compuestos orgánicos osmóticamente activos que no desestabilizan las membranas 
ni interfieren en las reacciones enzimáticas a altas concentraciones, como sí lo hacen los iones. Los 
más frecuentes son: prolina (aminoácido), sorbitol (azúcar alcohol), glicina-betaína (componente 
cuaternario del amonio). Pueden usarse grandes cantidades de carbono para sintetizar estos solutos 
orgánicos, por eso la síntesis de estos componentes tienden a reducir la producción agrícola (Taiz et al. 
2015). 
La prolina es un aminoácido cuyos niveles aumentan en las plantas en diversas situaciones de 
estrés, tanto biótico como abiótico (Delauney & Verma 1993). Es especialmente destacable su 
acumulación en respuesta al déficit hídrico (Hasegawa et al. 1994), que, además, aumenta la tolerancia 
al estrés hídrico y salino de la planta (Kishor et al. 1995). La prolina además tiene función 
osmoprotectora protegiendo a las células de subproductos tóxicos y suministrando una fuente de C y N 
cuando la célula vuelve a la normalidad. Con independencia de su función fisiológica, se considera 
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que la acumulación de prolina es un buen índice de estrés hídrico (Iannucci et al. 2000; Ain-Lhout et 
al. 2001). En la remolacha azucarera, la prolina se acumula en las hojas en respuesta a estrés osmótico 
y salino (Gzik 1996; Chołuj et al. 2008). También se ha descrito la acumulación de prolina en raíces 
acumuladoras de remolacha en respuesta al estrés por sequía (30% de la capacidad de campo durante 
35 días) (Chołuj et al. 2008). En este trabajo se verá que la acumulación de prolina en los diferentes 
órganos de remolacha depende de la señal (estrés es hídrico o aumento de temperatura; capítulo 3.4). 
Se ha observado que en condiciones de sequía las remolachas también acumulan otras 
sustancias como azúcares reductores (Antolín & Sánchez-Díaz 1993) y sacarosa. Se ha descrito la 
acumulación de glucosa en las raíces acumuladoras y de sacarosa en hojas y raíces en respuesta a la 
sequía prolongada (Chołuj et al. 2008). 
En remolacha azucarera se ha constatado que la concentración de iones y solutos compatibles 
(K+, Na+, aminoácidos, glicina betaína, glucosa y fructosa) disminuye durante el crecimiento y 
presenta mayores concentraciones en sequía. Sin embargo, cuando se le añade la concentración de 
sacarosa, la suma de todos los solutos examinados es constante en todo el periodo vegetativo. Se ha 
constatado una estrecha correlación negativa entre la concentración de solutos compatibles y sacarosa. 
Los solutos son utilizados para disminuir el potencial hídrico en condiciones de sequía (Hoffmann 
2010). 
Bajo condiciones de sequía severa (30% de la capacidad de campo), la concentración de 
sacarosa de la raíz de almacenamiento se reduce. Esta reducción es más importante en la remolacha 
forrajera. El número de añillos de crecimiento no varía con la sequía pero si disminuye el tamaño de 
las células y la distancia entre anillos. Se ve reducida la expansión celular (Hoffmann 2010). 
En variedades resistentes a la sequía se ha constatado una mayor acumulación de solutos 
compatibles en hojas y raíces en condiciones de estrés hídrico. Los genotipos resistentes muestran 
además una menor pérdida de agua foliar, mayor producción de raíces fibrosas y una mayor pérdida de 
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Tabla I.1. Efectos primarios y secundarios en las plantas del estrés por déficit hídrico, salinidad y alta 
temperatura. Adaptado de (Taiz et al. 2015) 
 
Factor Efecto primario Efecto secundario 
Déficit hídrico Reducción del potencial hídrico 
Deshidratación celular 
Resistencia hidráulica 
Reducción de la expansión celular y foliar 




Reparto alterado del carbono 
Citorrisis (retracción y colapso de las paredes 
celulares poco rígidas por pérdida de agua) 
Cavitación 
Desestabilización de membranas y proteínas 
Producción de ROS 
Citotoxicidad de iones 
Muerte celular 
Salinidad Reducción del potencial hídrico 
Deshidratación celular 
Citotoxicidad de iones: 
desnaturalización de proteínas 
= déficit hídrico 
Altas 
temperaturas 
Desestabilización de membranas 
y proteínas 
Inhibición de fotosíntesis y respiración 




1.3.4. Déficit hídrico y metabolismo del carbono 
 
Cuando las plantas se enfrentan al déficit hídrico del suelo, el crecimiento se reduce y la 
concentración de carbono aumenta  (Muller et al. 2011). El aumento de carbohidratos solubles bajo 
déficit hídrico ha sido reportado en numerosas especies, en diversas partes de la planta y en diferentes 
formas de carbono: en hojas de maíz (Kim et al. 2000), algodón (Timpa et al. 1986) , cebada (Teulat et 
al. 2001) y eucalipto (Quick et al. 1992). Los carbohidratos también se acumulan en tallos, flores y 
frutos (Liu et al. 2004; McLaughlin 2004; Mercier et al. 2009), y también en las raíces (Sharp et al. 
1990; Jiang & Huang 2001). La acumulación sucede tanto tras un choque osmótico rápido, con 
polietilenglicol (PEG) o manitol (Zrenner & Stitt 1991) como durante un lento desarrollo del déficit 
hídrico (Cramer et al. 2007; Hummel et al. 2010). 
 El déficit hídrico desacopla la fotosíntesis y el crecimiento mientras el metabolismo del 
carbono se mantiene o se incrementa (Muller et al. 2011). Este aumento del carbono y disminución del 
crecimiento, es posiblemente debido a que la expansión de los órganos se ve afectada de forma más 
temprana y más intensiva que la fotosíntesis y el metabolismo. Ha sido observado repetidamente el 
mantenimiento de la fotosíntesis durante el estrés hídrico (Boyer 1970; Quick et al. 1992; Bogeat-
Triboulot et al. 2007). La actividad Rubisco se mantiene incluso en hojas con contenidos hídricos 
relativos por debajo del 50% mientras los estomas están cerrados en un 70% (Kaiser 1987; Flexas et 
al. 2006). Pero, en contraste, el déficit hídrico reduce dramáticamente la tasa de expansión de tallos y 
raíces (Boyer 1970; Hsiao 1973; Ben Haj Salah & Tardieu 1997; Tardieu et al. 1999; Tardieu et al. 
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2000). El impacto del déficit hídrico en el metabolismo del C ha sido objeto de numerosos estudios. 
En la mayoría, las enzimas mantienen o aumentan su actividad. En Arabidopsis ha sido estudiado en el 
desarrollo de la roseta, la actividad de 30 enzimas implicadas en el metabolismo de C y N, bajo 
diferentes condiciones de disponibilidad hídrica (Hummel et al. 2010). En cuanto al metabolismo del 
C, en la mayoría de los casos, las actividades enzimáticas aumentaron bajo el efecto del déficit hídrico 
pero este incremento fue lento y de baja magnitud, sugiriendo que aunque la planta haga frente a una 
pérdida del 75% de la producción de la biomasa aérea, esto no conlleva una reprogramación dramática 
o específica del metabolismo (Muller et al. 2011). Resultados obtenidos en esta tesis en la campaña 
número dos mostraran que en nuestras condiciones de cultivo de siembra otoñal y tras un golpe de 
calor combinado con déficit hídrico, una importante pérdida de la masa aérea, sí tiene una importante 
repercusión en la producción.  
Bajo condiciones de riego adecuado se da una estrecha relación entre la disponibilidad de C y 
el crecimiento demostrado de los órganos fuente, y la limitación de recursos en los órganos sumideros 
como raíces, hojas (noche), flores y frutos (Sadras & Milroy 1996). Estas relaciones probablemente 
reflejan los diferentes usos de los compuestos de C: combustible, construcción, turgencia, señalización 
del desarrollo y del metabolismo (Muller et al. 2011). Bajo el estrés hídrico estas relaciones son 
modificadas sugiriendo que otros mecanismos, que posiblemente incluyen la reología de la pared 
celular (Fan & Neumann 2004) y los flujos de agua para el crecimiento celular (Tang & Boyer 2002) 
anulan el papel del C y toman la iniciativa en el control del crecimiento. 
 
1.3.5. El estrés por temperatura afecta a un amplio espectro de procesos fisiológicos 
 
Uno de los tipos de estrés más común que rodea a las plantas es el estrés por temperatura (Iba 
2002). La mayoría de los tejidos con crecimiento activo de las plantas superiores no sobreviven a 
exposiciones prolongadas a temperaturas por encima de los 45º C. Breves periodos de exposición a 
temperaturas subletales suelen inducir la adquisición de termotolerancia (Taiz & Zeiger, 2006).  
Han sido identificados diferentes mecanismos para asegurar la supervivencia y el crecimiento 
de las plantas a temperaturas elevadas o con escasez de agua. Incluyen adaptaciones evolutivas 
fenológicas y morfológicas a largo plazo y mecanismos de evitación o de aclimatación a corto plazo. 
(Vile et al. 2012). Muchos procesos biológicos elementales y rasgos morfológicos del crecimiento de 
las plantas subyacente son sensibles a la temperatura, y sus respuestas se asemejan repetidamente en 
una distribución en forma de campana (Vile et al. 2012). La temperatura juega un papel fundamental 
en el consumo de agua de las plantas y en la actividad enzimática celular. También afecta de forma 
importante al balance de carbono. Cuando la temperatura se eleva por encima de un determinado 
umbral, procesos tales como la tasa de fotosíntesis neta se ven afectados negativamente (Körner 2006; 
Sage & Kubien 2007; Parent et al. 2010) en última instancia conduce a una disminución en el 
rendimiento de la planta.  También la respiración se ve inhibida por las altas temperaturas pero a 
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temperaturas crecientes, la tasa fotosintética cae antes que la respiración (Berry & Björkman 1980). 
Esta variación de la relación respiración/fotosíntesis depende del tiempo que dure la exposición 
(Covey-Crump et al. 2002) y de la especie en estudio (Bernacchi et al. 2001). 
 Incluso los aumentos moderados de la temperatura del aire (Lafta & Lorenzen 1995; Loveys 
et al. 2002) o la disminución de la disponibilidad de agua del suelo (Stirzaker & Passioura 1996) son 
responsables de daños en el crecimiento de las plantas. La temperatura también es el principal 
determinante de la fenología de la planta (Ritchie & NeSmith 1991) y los aumentos moderados de la 
temperatura del aire en general, aceleran el ritmo de los procesos de desarrollo que conducen a la 
floración temprana en la mayoría de las especies silvestres y cultivadas (Johnson & Thornley 1985). 
Mientras los efectos del déficit hídrico en la fenología se hacen difíciles de determinar, se observa a 
menudo retrasos en el momento de la reproducción  en relación con la temperatura  en las especies 
cultivadas (McMaster et al. 2009). Los efectos de las altas temperaturas y el déficit de agua también 
dependen de la etapa fenológica en que se producen (Prasad et al. 2008). Las altas temperaturas tienen 
mayores impactos en el rendimiento de semilla durante la fase reproductiva  (Jenks & Wood 2010). En 
esta tesis se muestran resultados que confirman que una combinación de estrés hídrico y golpe de calor 
tiene mayores consecuencias en el cultivo joven que en estado avanzado (resultados de la segunda 
campaña). 
 
El estrés por temperatura interrumpe el metabolismo por su efecto diferencial en la estabilidad 
de las proteínas y las reacciones enzimáticas, causando desacople de diferentes reacciones y la 
acumulación de intermediarios tóxicos y ROS. Los cambios en la fluidez de la membrana desacoplan 
diferentes complejos multiprotéicos, interrumpen el flujo de electrones y las reacciones energéticas, 
interrumpen la homeostasis y el flujo de iones. Puede bloquear la degradación proteica, causando la 
formación de agregados proteicos que interrumpen la función celular normal al interferir con el 
citoesqueleto y la asociación de orgánulos (Tabla I.1) (Taiz et al. 2015). 
 
En la remolacha azucarera, la evolución de la cobertura del dosel depende principalmente de 
la temperatura y con frecuencia se alcanza la cobertura máxima después de 8 a 10 semanas, 
aproximadamente. El crecimiento foliar es una función lineal de la temperatura por encima de 3 ºC, y 
en el campo el crecimiento foliar está relacionado con la función lineal de grados día acumulados 
calculados con una temperatura base de 1º C (Milford et al. 1985). 
La temperatura y la disponibilidad de agua influyen decisivamente sobre la duración de cada 
fase del desarrollo de la planta (Rinaldi & Horemans 2014). La duración del tiempo en que 
permanecen verdes las hojas (y por lo tanto el dosel) depende de la temperatura y el estrés hídrico 
(Rinaldi & Horemans 2014) 
Se han obtenido datos de un crecimiento foliar más rápido a 24 ºC, y un crecimiento más 
rápido de las raíces acumuladoras entre 24º C y 17 ºC en ensayos con cultivos a temperaturas 
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constantes (rango de 10º a 31º C). En estos estudios, las plantas con el mismo peso seco, tenían 
mayores raíces y menores áreas foliares a 24 ºC y tenían más hojas a 17 ºC.  (Terry 1968; Milford & 
Riley 1980). La concentración de azúcar en la raíz acumuladora depende del tamaño de la raíz. La 
temperatura afecta a la tasa y a los patrones de desarrollo. La radiación afecta a la tasa pero no a los 
patrones de desarrollo (Terry 1968). 
Los efectos de diferentes temperaturas en remolacha han sido medidos en combinación con la 
disponibilidad de CO2, con una diferencia de 3 ºC entre los tratamientos y en rangos de temperatura 
entre 5-30 ºC. Las temperaturas más cálidas aceleraban el desarrollo y el crecimiento temprano de las 
hojas pero tenían un efecto negativo en la biomasa total final. En estas condiciones no se detectó 
efecto en la producción de glicina-betaina. Bajo las condiciones más cálidas se reduce la materia seca 
de la raíz en un 9%, la producción de sacarosa en peso fresco en un 1% y se elevó la concentración de 
alfa-aminos en un 21% (Demmers-Derkes et al. 1998). 
También se han ensayado temperaturas entre 15 ºC y 25 ºC combinadas con cantidad de 
nitrógeno. En este caso las temperaturas más altas (25 ºC) promovían una rápida expansión y 
crecimiento celular en los primeros momentos del desarrollo, pero en las yemas y en las hojas en 
crecimiento descendía rápidamente su Tª óptima de crecimiento a 15-18 ºC. La concentración de 
sacarosa fue mayor a 15 ºC que a 25 ºC en hojas y al revés en la raíz acumuladora (Terry 1970). 
 
1.3.6. Alteraciones morfológicas en respuesta al estrés abiótico 
 
Las plantas pueden activar programas de desarrollo que alteren su fenotipo (plasticidad 
fenotípica). Este proceso resulta de los cambios anatómicos adaptativos que las plantas son capaces de 
hacer para evitar alguno de los efectos dañinos del estrés abiótico (Taiz et al. 2015). 
Las plantas reducen su área foliar: por disminución de la división y la expansión celular de la 
hoja, alterando la forma de la hoja o iniciando la senescencia y abscisión de la hoja. Durante el déficit 
hídrico las hojas pueden orientarse paralelas a los rayos solares (paraheliotropismo). También la 
marchitez y el enrollamiento minimizan la superficie expuesta (Taiz et al. 2015). 
La tasa raíz/tallo está dirigida por un balance funcional entre la entrada de agua por la raíz y 
la fotosíntesis que realiza el tallo. Cuando el agua del tallo se vuelve limitante, la expansión foliar se 
reduce cuando la actividad fotosintética ha sido afectada. En remolacha azucarera, bajo estrés por 
sequía, se ha detectado que la relación de la raíz de almacenamiento/ hojas en materia seca disminuye, 
indicando una reparto diferente de los fotoasimilados (Marschner 1995; Hoffmann 2010; Shaw et al. 
2002).  
En la remolacha azucarera se utilizan una serie de parámetros agronómico que ilustran el 
crecimiento de las diferentes partes de la planta, la acumulación de solutos, de sacarosa y el estado 
hídrico de la planta: Producción de hojas y raíces, porcentaje de materia seca de raíz, porcentaje de 
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materia seca de hoja, brix de la raíz, área foliar específica, superficie foliar específica, polarización, 
acumulación de alfa-aminos, azúcar/Ha (Morillo-Velarde & Ober 2006). 
 
Para las plantas es peligroso reajustarse cuando desaparecen las condiciones estresantes. 
Algunas plantas mantienen cierta preparación al estrés como mecanismos regulatorios, hormonas, o 
modificaciones epigenéticas activas aunque haya pasado el estrés. Esto les confiere cierta “memoria” 
ya que responderán más rápidamente si el estrés se produjera de nuevo (Taiz et al. 2015) 
 
1.3.7. Estrés por altas temperaturas y estrés por déficit hídrico: efectos sumativos 
 
El estrés por alta temperatura y el estrés por déficit hídrico a menudo suceden 
simultáneamente en el campo, pero poco se sabe sobre sus efectos combinados en el crecimiento de 
las plantas, su desarrollo y fisiología (Machado & Paulsen 2001; Zhang et al. 2008). 
Estos dos tipos de presiones ambientales, tienen contrastados efectos sobre los patrones de 
asignación de biomasa a los órganos y tejidos. Por ejemplo, la asignación a las raíces aumenta 
rápidamente en respuesta a un moderado déficit hídrico del suelo (Boyer 1985), mientras que el 
contenido relativo del agua en la hoja y el área foliar específica (SFE) se ven disminuidos en las 
plantas sometidas a estrés hídrico (Poorter et al. 2009) . La estructura de la hoja también se ve afectada 
por la temperatura, pero, en contraste con el déficit hídrico, una temperatura más alta a menudo 
conduce a la producción de hojas más delgadas con mayor superficie foliar específica (Boese y Huner 
1990 ; Loveys et al 2002 ; Luomala et al 2005 ; Poorter et al. 2009).  
Estos cambios morfológicos van acompañados de cambios en la anatomía foliar. Las hojas 
desarrolladas bajo déficit hídrico tienen células generalmente más pequeñas en el parénquima y la 
epidermis (Lecoeur et al. 1995) y mayor densidad estomática (Aubert et al 2010; Tisne et al 2010.  
Wahid et al. (2007) reportaron efectos similares del estrés hídrico y térmico en la densidad celular, 
pero existen pocos datos disponibles sobre los cambios en la anatomía de la hoja en respuesta a las 
altas temperaturas.  
Hay importantes evidencias de que estos dos tipos de estrés interactúan para influir en el 
funcionamiento de la planta (Rizhsky, Liang y Mittler 2002; Rizhsky et al., 2004). Por ejemplo, la 
sequía induce el cierre de los estomas y reduce los flujos de transpiración (Hsaio 1973). Esto a su vez 
puede causar un aumento de la temperatura de la hoja al reducir la refrigeración por transpiración 
(Cook, Dixon y Leopold 1964) y potencialmente, aumenta la susceptibilidad de la planta a una mayor 
temperatura del aire. El aumento de la temperatura de la hoja también puede aumentar la pérdida de 
agua por transpiración (Lafta y Lorenzen 1995) y la disminución del crecimiento de las raíces 
(Kuroyanagi y Paulsen 1988), lo que aumenta la susceptibilidad de las plantas a la escasez de agua. En 
contraste, los cambios en la orientación de la hoja en respuesta a la temperatura elevada (Fu y 
Ehleringer 1989), tales como la hiponastia (Koini et al 2009; Van Zanten et al 2009) modifican el 
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balance energético de la hoja y podrían contribuir al ahorro de agua mediante la limitación de 
aumentos en temperatura de la hoja y de la demanda evaporativa. La hiponastia también podría 
aumentar el consumo de agua si se asocia con un aumento de la transpiración. Por último, los efectos 
de la alta temperatura sobre el crecimiento podrían conducir a una reducción de área foliar, lo que 
limita las pérdidas de agua de la planta y mitigar así los efectos de la sequía (Vile et al. 2012). 
Ante la multiplicidad de interacciones, e incluso de algunos efectos opuestos entre estos dos 
estreses, parece difíciles predecir las respuestas de las plantas a la combinación altas temperaturas y 
déficit hídrico (Vile et al. 2012). 
A pesar de los posibles efectos interactivos implicados en respuesta de la planta a altas 
temperaturas y déficit hídrico, lo que sí ha sido demostrado es que niveles moderados de estas dos 
tensiones tienen efectos aditivos en un amplio conjunto de características de la planta relacionadas con 
el crecimiento y desarrollo de la especie modelo Arabidopsis thaliana (Vile et al. 2012).  
 En ensayos con Arabidopsis thaliana se ha evaluado el efecto del estrés térmico e hídrico 
por separado y de forma combinada (Vile et al. 2012). La tabla I.2 muestra un resumen de los 
resultados de Vile et al. 2012 de los mecanismos desarrollados en esta planta ante estas presiones. 
 
Tabla I.2. Parámetros afectados por el estrés hídrico, térmico o combinado en ensayos con A. thaliana. Datos 
extraídos de Vile et al. 2012. 
 
Parámetro Déficit hídrico Temperatura Combinado 
Producción de hojas Disminuyen 23% Disminuyen 16% Disminuye 40% 
Duración ciclo vital No Acortado  
Biomasa total planta Sobre 50% Sobre 50% Sobre 85% 
Biomasa raíz Aumenta No  
Biomasa reproductiva  Aumenta  
% Materia seca de hojas Aumenta Disminuye Aumenta más que con 
solo sequía 
Superficie foliar específica  Hojas más delgadas 
Mayor SFE  
Menor que sólo calor 
Morfología foliar  
Disminuye longitud 
limbo/longitud total 




hoja (mayor peciolo) 
 
Fotosíntesis  Disminuye  
ABA hojas Aumenta Aumenta  Aumento mayor 
 
Existen muy pocos trabajos sobre el efecto de la temperatura en la remolacha. Y aún son más 
escasos los relacionados con temperaturas extremas como las presentes en el verano andaluz y su 
interacción con la disponibilidad hídrica. En el caso de la remolacha azucarera, las altas temperaturas 
que se alcanzan al principio de verano en la siembra otoñal y las temperaturas medias-altas durante 
todo el verano en la siembra primaveral, inciden perjudicialmente en la calidad de la raíz obtenida 
(Gordo 2003). Con temperaturas superiores a 35 ºC se observa un descenso acusado de la pureza en el 
jugo de la remolacha en la zona sur (Zavala 1994). Uno de los objetivos de esta tesis es aumentar 
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dicho conocimiento sobre el efecto de las altas temperaturas (golpes de calor) combinados o de forma 
independiente con estrés hídrico.  
 
Recientemente ha sido expresada la preocupación por el efecto potencialmente serio en la 
agricultura del cambio radical en la temperatura global en un futuro cercano. A mediados del siglo 
veintiuno, el calentamiento global que resulte del incremento de las concentraciones atmosféricas del 
dióxido de carbono y otros gases invernaderos podría poner en peligro la agricultura, los bosques y 
otras industrias que utilicen el medio natural (Watson et al. 2001). El cambio climático global 
presumiblemente aumentará la aparición y ampliará la distribución de las altas temperaturas y la 
sequía, lo que llevará a una mayor reducción de la productividad y cambios en la biodiversidad 
(Chaves et al 2002;  Lobell y Asner 2003; Porter 2005; Thuiller et al. 2005; IPCC 2007). Se han 
realizado muchas investigaciones dirigidas a evaluar el efecto del cambio climático en estas industrias 
que utilizan el medio natural (Ayres & Lombardero 2000; Rosenzweig 1985; Smit & Skinner 2002) 
(Newman, 1980; Rosenzweig et al. 1994), pero los esfuerzos de los investigadores hacia enfoques 
prácticos y específicos para mejorar la adaptabilidad de las plantas a la alta temperatura ambiental han 
comenzado más recientemente (Grover et al. 2000; Sharkey 2000). 
La cuenca Mediterránea será una de las zonas más afectadas por el cambio climático. En un 
siglo se producirá un incremento de temperatura de 1 a 5,5 grados en la zona mediterránea, que se 
traducirá en la reducción de precipitaciones y en acontecimientos climáticos extremos que marcarán 
una tendencia a la aridificación. Tendrá repercusiones graves en la agricultura, la industria y la 
vegetación. Además provoca un incremento de la salinización por la evaporación, alteraciones y 
retrasos en los ciclos de floración y fructificación, así como un incremento de las plagas y la invasión 
de especies exóticas  (Rubio and Millán, 2005). 
El desarrollo de cosechas con tolerancia mejorada a las condiciones de estrés abióticos es la 
meta de la investigación agrícola. La investigación en estrés abiótico persigue comprender como las 
plantas perciben y se aclimatan a las condiciones de estrés ambiental y usar este conocimiento para 
desarrollar plantas y cultivos que aumenten la tolerancia al estrés abiótico (Taiz et al. 2015). 
Dentro de esta problemática global, el estudio de la influencia de los golpes de calor aportaría 
mayor conocimiento sobre el comportamiento del cultivo y la fisiología de la remolacha de siembra 
otoñal. Experiencias como ésta, concretas y contextualizadas, pueden ayudar a la adaptación de los 
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1.4. RIQUEZA DE LA RAÍZ: METABOLISMO DE LA SACAROSA 
 
A partir de las triosas-P generadas como consecuencia de la actividad fotosintética (Ciclo de 
Calvin) las plantas sintetizan almidón en el cloroplasto y sacarosa en el citosol. Son los carbohidratos 
de reserva más importantes y desde un punto de vista agrícola, los más importantes para la 
alimentación humana.  
La sacarosa es un disacárido de glucosa y fructosa  (1-4). El metabolismo de la sacarosa 
juega un papel central en el desarrollo de las plantas, la respuesta a estrés y el rendimiento. Esto se 
debe sobre todo a la generación a partir de la sacarosa, de todo un amplio rango de azúcares usados 
como combustibles para el crecimiento, síntesis de componentes esenciales y como señales que 
regulan la expresión de microARNs, factores de transcripción y señales para el diálogo con la 
respuesta hormonal, oxidativa y defensiva (Ruan 2014). 
La sacarosa es exportada continuamente hacia los distintos sumideros mediante translocación 
a través del complejo tubos cribosos/células acompañantes del floema. La carga de sacarosa en el 
floema en las fuentes y la descarga en los sumideros, genera diferencia en la presión de turgencia a 
través del efecto osmótico de la sacarosa. Esta diferencia de turgencia conduce a un flujo en masa de 
agua que transporta los fotoasimilados hacia los sumideros. El transporte de sacarosa controlado hacia 
el floema es la ruta fundamental a través de la cual son exportados los recursos (nutrientes, agua y 
moléculas señalizadoras) hacia los tejidos meristemáticos (Ruan et al. 2012). La sacarosa se emplea 
para el transporte por su gran solubilidad en agua y por su naturaleza no reductora (disminuye la 
probabilidad de interacción con otras moléculas durante el transporte). Los controles en la importación 
y exportación de carbohidratos contribuyen a adaptar el metabolismo del carbono a los cambios 
ambientales y a la disponibilidad de otros nutrientes. En general, los bajos niveles de azúcar activan la 
fotosíntesis, la movilización de las reservas y la exportación, mientras que la abundancia de azúcar 
promueve el crecimiento y el almacenamiento de carbohidratos (Taiz et al, 2015).  
En la figura I.7 se muestran los mecanismos de síntesis de la sacarosa en las hojas y su descarga en el 
floema. 




Figura I.7. Síntesis de sacarosa y descarga desde las hojas. Las hojas fotosintéticas utilizan la energía solar para 
fijar CO2 y producir triosas-P en el cloroplasto. Las triosas-P se exportan al citoplasma como material de 
construcción de otros metabolitos. También pueden convertirse en ADP-glucosa para la síntesis de almidón en el 
cloroplasto. El almidón es degradado por la noche a glucosa o maltosa y se exportan al citoplasma. La glucosa 
puede ser fosforilada para generar glucosa6P que puede ser convertida en fructosa 6 P. La sacarosa-P-sintasa 
utiliza la Fru-6-P y la UDP-Glu para producir Sacarosa-P. Esta puede desfosforilarse hacia sacarosa para ser 
descargada en el floema vía apoplástica (a través de transportadores específicos) o simplástica (a través de los 
plasmodesmos). La acumulación de sacarosa atrae agua por ósmosis creando una alta presión de turgencia que 
produce un flujo de masas que arrastra los fotoasimilados hacia otros tejidos. Adaptado de (Ruan 2014). 
 
La sacarosa también es un carbohidrato de reserva a largo plazo en algunas especies. En el 
caso de Beta vulgaris se acumula en las vacuolas de las células de la raíz, siendo la mayor forma de 
reserva de carbohidratos en la planta  (Pontis 1977). La sacarosa también puede actuar como protector 
osmótico y crioprotector mejorando la tolerancia al estrés abiótico, como indica el incremento de los 
niveles de sacarosa en hojas en desarrollo en respuesta al frío (Nägele et al. 2012). El metabolismo de 
la sacarosa está altamente acoplado con la señalización por azúcares. Esto se lleva a cabo por la 
generación de las propias moléculas de azúcares señalizadoras (sacarosa, glucosa, fructosa y 
trehalosa6P) pero quizá el papel señalizador esté ejercido por el propio proceso metabólico (O’Hara et 
al. 2013; Y. L. Ruan et al. 2010; Ruan et al. 2012). Ha sido descrito que el suplemento externo de Glc, 
Fru o ambos, no pueden sustituir en su función a las invertasas de pared celular (CWIN) en maíz 
mutante cwin (Cheng & Chourey 1999). 
 
La hidrólisis, acumulación y traslocación de la sacarosa es un proceso versátil y altamente 
regulado (Fig.I.8). La sacarosa es sintetizada primariamente en el citosol de las hojas maduras por la 
enzima sacarosa fosfato sintasa (SPS) y por la enzima sacarosa fosfato fosfatasa (SPP). Pero este 
metabolito puede ser resintetizado en los tejidos sumideros. Esto sucede sobre todo cuando la entrada 
del contenido del floema en los sumideros ocurre por la vía apoplástica, lo que en ocasiones es 
precedido de la rotura de la sacarosa en Fru y Glu en el espacio extracelular. En esta situación es 
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necesario resintetizar la sacarosa para el almacenaje o el transporte adicional intracelular. Aunque la 
rotura y resíntesis de la sacarosa puede parecer un despilfarro energético, este ciclo fútil permite un 
preciso control del reparto de los carbohidratos (Ruan 2014).  
La sacarosa es degradada por la invertasa (INV; EC 3.2.1.26) o la sacarosa sintasa (Sus o SS; 
EC 2.4.1.13) en hexosas o sus derivados que son utilizados en diversas rutas. Parte de los objetivos de 
esta tesis están encaminados evaluar el impacto de las altas temperaturas y/o el estrés hídrico en estas 
enzimas hidrolíticas de la sacarosa y su repercusión en el cultivo.  
 
Sacarosa sintasa (SS) 
 
Localizada en el citoplasma, cataliza la hidrólisis reversible de sacarosa con UDP  (Tsai 1974), 
produciéndose fructosa y conservando la energía del enlace glucosídico en UDP-Glc. Aunque la 
reacción es reversible, in vivo la enzima participa sólo en reacciones catabólicas y no de síntesis 
(Sturm & Tang 1999).  
Aunque la SS utiliza preferentemente el nucleótido UDP, numerosos estudios han mostrado que el 
ADP también funciona como un efectivo aceptor molecular para producir ADP glucosa (Diego & Jolla 
1972; Murata et al. 1966; Nakai et al. 1998; Porchia et al. 199AD; Ross & Davies 1992; Silvius & 
Snyder 1979; Tanase & Yamaki 2000). La SS tiene un doble papel produciendo UDP-glucosa 
(necesaria para la biosíntesis de pared celular y glicoproteínas) y ADP-glucosa (necesaria para la 
biosíntesis de almidón) (Baroja-Fernández et al. 2003). 
 
Las invertasas (IN) 
 
Catalizan la hidrólisis irreversible de sacarosa en glucosa y fructosa. Las invertasas parecen 
implicadas en un amplio rango de funciones reguladoras en el crecimiento y desarrollo de las plantas 
además de su papel central en el metabolismo primario del carbono (Barratt et al. 2009; Jin et al. 2009). 
Se clasifican en distintas isoformas: Invertasa de pared celular (CWIN), invertasa vacuolar (VIN) 
y invertasa citoplasmática (CIN) de acuerdo con su localización subcelular y su pH óptimo (Sturm 
1999). Aunque la invertasa vacuolar y la invertasa de pared están localizadas en diferentes 
compartimentos, tienen propiedades bioquímicas comunes, presentando actividad máxima en un rango 
de pH 4,5-5,5, por lo que han sido denominadas invertasas ácidas (IA)  (Tymowska-Lalanne & Kreis, 
1997). En cambio, la invertasa citoplasmática (CIN) presenta un pH óptimo neutro alcalino de 7,0-7,8 
para hidrolizar la sacarosa en el citosol, por lo que se la ha denominado invertasa neutra (IN). 




Figura I.8. La descarga de la sacarosa del floema, su transporte y metabolismo en los tejidos sumidero. La 
sacarosa entra desde el floema en las células sumideros vía simplástica o apoplástica. En la vía apoplástica, la 
sacarosa sería hidrolizada por la Invertasa de Pared Celular (CWIN) en glucosa (Glu) y fructosa (Fru) antes de 
entrar al citoplasma. La glu apoplástica sería detectada por un receptor (RGS; Regulator of G-protein signaling) 
acoplado con una proteína G para la señalización. La sacarosa importada vía plasmodesmos (PDs) o incluida 
mediante transportadores, puede ser degradada por la invertasa citoplasmática (CIN) y la sacarosa sintasa (Sus). 
La sacarosa citosólica puede entrar en la vacuola por hidrólisis mediada por la invertasa vacuolar (VIN). Las 
actividades CWIN y VIN pueden ser bloqueadas por sus respectivos inhibidores (INHs). Las hexosas (Hex) 
intracelulares son usadas para la glucolisis y la síntesis de polímeros como el almidón, la celulosa o los fructanos. 
Los niveles y flujos de las hexosas pueden ser percibidos por una hexoquinasa localizada en el núcleo (HXK) u 
otras proteínas que regulan a expresión genética. Además, las hexosas y la sacarosa pueden modular 
directamente la transcripción de genes que contengan elementos de respuesta a azúcares (incluyendo a los que 
codifican para factores de transcripción). No se muestra como la sacarosa, la trehalosa y las hexosas sintetizadas 
se exportan de las vacuolas al citoplasma. Se muestran varios transportadores involucrados. SE/CC: complejo 
elementos cribosos/células acompañantes. Adaptado de (Ruan 2014). 
 
La importancia relativa de cada una de estas actividades degradativas de la sacarosa, está 
estrechamente relacionada con el momento del desarrollo de la raíz, las condiciones ambientales y la 
aparición de heridas o infecciones.  
 
1.4.1. La Sacarosa Sintasa (SS): Un marcador de la fuerza de los sumideros en los cultivos. 
 
SS está presente en todas las células vegetales y presenta una gran versatilidad. Esta enzima ha 
sido considerada un marcador bioquímico de la fuerza que presentan los sumideros, especialmente en 
órganos voluminosos donde los niveles internos del oxígeno pueden ser bajos (Xu et al. 2012). En los 
órganos sumideros de carbohidratos es a menudo la actividad sucrolítica predominante ya que la rotura 
de sacarosa por esta enzima es más eficiente energéticamente que por las invertasas. La actividad SS 
es mucho mayor en semillas y frutos en desarrollo que en las hojas (Fallahi et al. 2008;  Xu et al. 
2012). 
Aspectos de la fisiología de Beta vulgaris en condiciones de siembra otoñal                                       Introducción 
 
26 
Existen evidencias determinantes del papel de SS en el desarrollo de los sumideros en especies 
cultivables. La supresión de la expresión de SS da como resultado semillas enanas de maíz (Chourey 
et al. 1998) y algodón (Ruan et al. 2003) además de reducir la acumulación de almidón en los 
tubérculos de patata (Zrenner et al. 1995). Además, un conjunto de estudios de supresión y 
sobreexpresión han establecido una importante correlación positiva entre los cambios en la actividad 
SS y el crecimiento de semillas y fibras de algodón (Jiang et al. 2012; Ruan et al. 2003; S. Xu et al. 
2012).  
En contraste con esta alta sensibilidad a los cambios de la actividad SS en los sumideros 
cosechados, el cuádruple mutante de Arabidopsis, sus1, sus2, sus3 y sus4 (genes que codifican para 
distintas isoformas de SS) exhibe un crecimiento y desarrollos normales (Barratt et al. 2009). El 
análisis global indica que el desarrollo de grandes sumideros es altamente dependiente de la actividad 
SS, lo que puede ser una consecuencia de la selección y domesticación de sus genotipos salvajes 
(Ruan 2014).  
La actividad SS aparece íntimamente relacionada con la biosíntesis de celulosa, almidón, lípidos y 
proteínas en las semillas en desarrollo. En Arabidopsis, 5 de los 6 genes para SS (AtSus 2-6) no son 
expresados en las semillas desde la mitad hasta el final del desarrollo, mientras el otro gen AtSus 1, se 
expresa de forma constitutiva en todos los tejidos y fases examinados (Bieniawska et al. 2007). 
Aunque no es detectable en los tejidos hijos durante el desarrollo temprano de la semilla, la proteína 
SS se localiza abundantemente en el endospermo en celularización  (Fallahi et al. 2008; Ruan et al. 
2008) y durante la transferencia de células hacia la cubierta de la semilla durante el crecimiento 
interno de la pared (Pugh et al. 2010; Ruan et al. 2003). Estudios de la silenciación de genes han 
establecido que la expresión de GhSus1 es requerida para la integridad y funcionalidad de la pared 
celular en semillas de algodón (Ruan et al. 2003; Ruan et al. 2008) y la sobreexpresión de SS en álamo 
incrementó el contenido en celulosa del xilema en desarrollo y la densidad de la madera (Coleman et 
al. 2009). Un ensayo de función en fracciones de membrana plasmática de hipocótilos de Vicia faba 
revela a SS como un componente integral del complejo celulosa-sintasa (Heyer et al. 2004). La 
contribución de SS a la producción temporal de almidón ha sido indicada en cubiertas de semilla de 
Arabidopsis thaliana (Fallahi et al. 2008). En Vicia faba, la transición hacia la fase de almacenamiento 
en los embriones está acompañada de un aumento de la actividad SS y una disminución en la actividad 
CWIN, lo cual se correlaciona con una alta actividad guanosina trifosfatasa (AGPasa), conduciendo a 
la biosíntesis de proteína y almidón (Weber et al. 1996; Weber et al. 2005). 
Recientes evidencias también indican nuevos roles que SS podría jugar en el desarrollo. Por 
ejemplo, uno de los genes  que codifican para SS fue uno de los 5 marcadores expresados en 
meristemos apicales de tallos (shoot apical meristems, SAM) en tomate (Pien et al. 2001). En 
consistencia  con esto, la sobreexpresión de SS promovió la iniciación y expansión de hojas en 
algodón, probablemente independiente del efecto osmótico (Xu et al. 2012). Estos resultados indican 
que la actividad SS es crítica en la función de los meristemos. 
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También es notable los diferentes roles que llevan a cabo diferentes miembros de la familia de los 
genes que codifican para SS. Entre los tres genes de maíz, por ejemplo, ZmSus1 contribuye a la 
biosíntesis de almidón en la semilla, ZmSus2 es responsable de la integridad de la pared del 
endospermo y ZmSus3 puede estar implicado en la formación de células de transferencia en el 
endospermo basal (Chourey et al. 1998).  
 
La localización de las distintas isoformas de SS continúa investigándose. Se ha postulado que la 
SS puede encontrarse asociada a membrana (Sus-m) y canaliza su producto, UDP-Glc, hacia la síntesis 
de celulosa y calosa (Amor et al. 1995; Winter & Huber 2000; Koch 2004; Haigler et al. 2001). La 
importancia de SS en este proceso se ha hecho evidente mediante la sobrexpresión (Konishi et al. 2004) 
génica y la supresión o mutación (Chourey et al. 1998; Ruan et al. 2003). También se ha aportado que 
en Beta vulgaris, SS puede localizarse en el tonoplasto, liberando fructosa y UDP-Glc al citosol en 
presencia de UDP (Etxeberria & Gonzalez 2003). Experimentos en cebada han demostrado que en 
situación de plasmólisis, la SS queda anclada a la membrana plasmática. Se han descrito para las 
isoformas de cebada dos dominios transmembrana en su secuencia genética (Barrero-Sicilia et al. 
2011). No se descarta la asociación de SS a elementos del citoesqueleto  (Staehelin 1997; Winter et al. 
1998), al Aparato de Golgi (Buckeridge 1999), plástidos (Nuñez et al. 2008) y mitocondrias (Subbaiah 
et al. 2006). 
La expresión de las cuatro isoformas de la cebada se estudió en distintas condiciones de estrés: en 
sequía aumentaba la transcripción de HvSs1 y el enfriamiento en las hojas activaba las isoformas 
HvSs1 y HvSs2 (Barrero-Sicilia et al. 2011). 
En la abundancia de Sus-m in vivo están implicados factores como el pH, los recursos de la 
membrana y la concentración de SS y sacarosa (Hardin et al. 2006), efectores como el Ca+2 y un 
proceso de fosforilación reversible. En Beta vulgaris han sido descubiertas dos isoformas: SBSS1 y 
SBSS2. Ambas se expresan mayoritariamente en raíz, siendo escasa su presencia en hojas y flores. 
SBSS2 muestra mayor expresión y actividad en etapas tempranas del desarrollo de la raíz y SBSS1 
mantiene niveles mayores de expresión en las etapas media y finales (Haagenson et al. 2006).  
En remolacha azucarera ha sido determinado el patrón de expresión de los distintos genes 
(Northern-Blot y RT-PCR) de las enzimas encargadas del metabolismo de degradación de la sacarosa, 
en los diferentes órganos y diferentes condiciones de cultivo. En estos ensayos se determinó que la 
enzima SS se expresa fundamentalmente en raíz, más que en otros órganos y que además, de las 
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Regulación de la actividad SS 
 
La actividad SS está regulada por una serie de mecanismos (Karen Koch 2004). Los genes de SS 
son activados en situaciones de deprivación de carbohidratos y también está fuertemente inducidos en 
bajas condiciones de oxígeno y muestra patrones de expresión estrechamente relacionados con la 
importación de la sacarosa proporcionando prioridad de supervivencia a tejidos clave (Koch 1996; 
Koch et al. 2000; Zeng et al. 1998). 
A pesar de la "estabilidad extrema” de la sacarosa sintasa bajo ciertas condiciones (Halford el al. 
2004) cada vez es más evidente que varios mecanismos contribuyen a controlar adecuadamente su 
recambio en la célula. En primer lugar, la fosforilación que activa a la enzima (Huber et al. 1996; 
Zhang et al. 1995) está implicada en la predisposición de SS a una segunda fosforilación. (Hardin et al. 
2003). Esta segunda fosforilación, a su vez, dirige a la proteína para la degradación mediada por 
ubiquitina a través del proteosoma (Hardin et al. 2003). La primera fosforilación puede estar vinculada 
a la disponibilidad de azúcar y/o a otras señales (Zhang 1999; Hardin et al. 2003). 
 
1.4.2. Actividades invertasas (I) 
 
Invertasa de Pared Celular (CWIN: Invertasa ácida insoluble): reguladores versátiles del 
reparto de carbono y del desarrollo 
Esta invertasa se expresa típicamente en sumideros durante la descarga de floema o en el siguiente 
transporte postfloemático que sigue a la vía apoplástica. Actuaría en la entrada de fotoasimilados hacia 
los sumideros, contribuyendo a crear un gradiente escalonado entre fuente y sumidero para la sacarosa 
(Escherich 1980). 
En tomates jóvenes se expresa abundantemente una isoenzima específica de CWIN en el floema 
del parénquima de la placenta, donde la sacarosa entra vía apoplástica  (Jin et al. 2009). La alta 
actividad invertasa en esta región puede facilitar la entrada de sacarosa del floema al disminuir la 
concentración de sacarosa en el apoplasto, creando una progresión de concentraciones entre el 
complejo elementos cribosos/células acompañantes y la matriz de la pared celular circundante. Es 
interesante que esta invertasa de pared tiene una baja expresión en el pericarpio del tomate, donde la 
entrada de sacarosa del floema se produce vía simplástica (Jin et al. 2009; Ruan & Patrick 1995). 
Estos estudios muestran que la ruta apoplástica y la simplástica podrían operar de forma simultánea en 
diferentes grupos celulares dentro del mismo órgano, asociado con altos o bajos niveles de CWIN, 
respectivamente. 
La CWIN también es fuertemente expresada en regiones sin conexiones por plasmodesmos, 
incluyendo la interfase entre los tejidos maternos y filiares de la semilla (Weber et al. 1996; Cheng et 
al. 1996). La actividad invertasa produce además hexosas implicadas en la señalización que estimula 
la división del endospermo (Wang & Ruan 2012). 
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Tiene un importante papel en el desarrollo de los sumideros, como muestran las semillas en 
miniatura producidas en los mutantes “knout” de maíz para la CWIN2 (Cheng et al. 1996). En tomate, 
el silenciamiento  de la invertasa de pared inhibe el desarrollo de la semilla y el fruto, mientras que la 
estimulación de la actividad tiene el efecto opuesto (Jin et al. 2009). 
 
Invertasa Vacuolar (VIN, Invertasa Ácida soluble): funciones más allá de la acumulación de 
azúcar y la regulación osmótica 
Se considera que la VIN rompe la sacarosa cuando existe una alta demanda de hidrólisis, como en 
células en expansión (Richardo et al. 1970). 
Pero la VIN juega su mayor rol en órganos que acumulan hexosas. Esto es evidenciado por la 
presencia de transcritos de VIN en frutos de tomate que acumulan hexosas y la ausencia de VIN en los 
que acumulan sacarosa (Klann et al. 1993). Además, la represión de VIN en tomates transgénicos les 
permite acumular sacarosa en vez de hexosas (Klann et al. 1996). Esta invertasa del tomate está 
estrechamente relacionada con la isoenzima de la zanahoria, esencial para su crecimiento (Tang et al. 
1999). Al convertir sacarosa en Glu y Fru, VIN permite una doble contribución osmótica. Por esto, 
durante mucho tiempo se ha considerado que tenía un importante papel en la expansión celular a 
través de su efecto osmótico. Se han encontrado apoyos para estas observaciones al encontrar alta 
actividad VIN en tejidos en rápida expansión (Ruan et al. 2010). De todas formas, esto es cierto solo si 
las células acumulan altas concentraciones de azúcares solubles. En tejidos como los de la raíz de 
Arabidopsis en elongación, AtVIN2 puede regular la expansión celular a través de una vía 
osmóticamente independiente (Sergeeva et al. 2006). 
 
Invertasa citoplasmática (CIN, Invertasa Neutra soluble): nuevos descubrimientos sobre su 
papel en la raíz y en el desarrollo reproductivo. 
CIN está localizada en múltiples compartimentos subcelulares. Además de su localización 
citosólica, según su secuencia genética se prevé que algunas isoformas tengan como diana el interior 
de los orgánulos y el núcleo. Son menos estables que las otras dos invertasas lo que contribuye a su 
baja actividad comparada con las otras invertasas  (Ruan et al. 2003; Xiang et al. 2011). Recientes 
estudios indican funciones en las raíces y en el desarrollo reproductivo. 
Mutantes de Arabidopsis con dos de los 9 genes de CIN silenciados, muestran un reducido 
crecimiento de la raíz (Barratt et al. 2009). También se han visto estas reducciones en el crecimiento 
de la raíz y reducciones en la floración en Lotus japonicus (Welham et al. 2009) y arroz (Jia et al. 
2008). La isoformas de estas especies están estrechamente relacionadas y se localizan en el citosol (Ji 
et al. 2005; Murayama & Handa 2007). Aún se desconoce como CIN regula el crecimiento celular. 
La CIN ha sido detectada en raíces de remolacha maduras (Berghall et al. 1997). Son consideradas 
enzimas de mantenimiento, involucradas en la degradación de la sacarosa cuando la actividades VIN, 
CWIN y Sus son bajas (Winter & Huber 2000). 
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Regulación de las invertasas 
Los genes de las invertasas están altamente regulados a nivel transcripcional y postraduccional. 
Estudios recientes indican que la transcripción de las invertasas ácidas podría estar regulada por la 
abundancia de glucosa (Koch 1996; KE Koch 2004). Recientes estudios han mostrado que estas 
invertasas pueden ser reguladas por inhibidores. Los inhibidores de invertasas ácidas son pequeñas 
proteínas caracterizadas por cuatro residuos de cisteína altamente conservados (Rausch & Greiner 
2004; Ruan et al. 2010). Es necesario un pH de 4,5 (pH óptimo) para la interacción entre las invertasas 
y el inhibidor. Estos inhibidores no afectan a la invertasa neutra, que tiene otras vías de regulación. 
Trabajos en tomate muestran que gran parte de la actividad CWIN in vivo es bloqueada por los 
inhibidores. La eliminación de inhibidores retrasa la senescencia foliar y mejora la producción (Jin et 
al. 2009). La sobreexpresión del inhibidor en tabaco acelera la senescencia foliar, en parte por 
bloquear el efecto positivo de las citoquininas en las hojas. En esta planta, una alta actividad CWIN 
retrasa la senescencia y estimula la entrada de sacarosa de nuevo en las hojas (Balibrea Lara et al. 
2004) 
 
En general, las hexosas favorecen la división y la expansión celular, mientras que la sacarosa 
favorece la diferenciación celular y la maduración. Este efecto, junto con el análisis de numerosos 
sistemas lleva a plantear un control invertasas/sacarosa sintasa para la transición hacia los diferentes 
estados del desarrollo (Wobus & Weber 1999; Borisjuk et al. 2002; Weschke et al. 2003; Borisjuk et 
al. 2003). De acuerdo con esta hipótesis, las invertasas mediarían la iniciación y expansión de muchas 
de las estructuras sumidero de nueva formación (Sturm & Tang 1999; Koch & Zeng 2002; Andersen 
et al. 2002), a menudo con la actividad vacuolar precediendo a la de las paredes celulares (Andersen et 
al. 2002; Wächter et al. 2003). La acción de la invertasa de pared celular coincide con una elevada 
expresión de los transportadores de hexosas en algunos sistemas (Sherson et al. 2003). La transición 
posterior hacia la fase de almacenaje y la maduración es facilitada por cambios en la tasa 
hexosa/sacarosa y por la alternancia entre las rutas de las invertasas y de la sacarosa sintasa para la 
rotura de la sacarosa (Fig.I.9)  (Koch 2004). 
En trabajos de expresión de invertasas en diferentes órganos de Beta vulgaris y diferentes condiciones 
de cultivo se ha demostrado que la invertasa ácida vacuolar (SBVI) muestra una expresión específica 
en el peciolo. También se mostró que los factores fundamentales que determinaban la expresión del 
gen de la invertasa vacuolar en peciolos eran el estado de crecimiento y el control circadiano. La 
expresión de este gen era más alta en los primeros momentos del desarrollo (32 días) y disminuía al 
avanzar el desarrollo de la planta (72 días). Además, presentaba oscilaciones en la expresión a lo largo 
del día, siendo mayor la expresión en la mitad del día y alcanzando los niveles mínimos durante la 
noche. La expresión se mantenía aun alterando los patrones de iluminación lo que indicaba que la 
expresión de la invertasa vacuolar de peciolos estaba sometida a control circadiano (González et al. 
2005). 





Figura I.9. Modelo propuesto para la distribución de las enzimas encargadas de la degradación de la sacarosa a 
lo largo del desarrollo. Adaptado de Koch, 2004 
 
En la raíz de la remolacha azucarera se ha propuesto que las invertasas son responsables de la 
hidrólisis de la sacarosa para atender a las demandas de la respiración, que la actividad invertasa 
ácida vacuolar (VIN) se incrementa en respuesta al estrés o a los rebrotes, y que es responsable del 
aumento de contenido en azúcares reductores (Berghall et al. 1997). En general se propone que las 
invertasas ácidas (VIN y CWIN) sólo están presente en las etapas tempranas del desarrollo (Giaquinta 
1979). Las IA vacuolar estarían ligadas a la movilización de reserva almacenada en la vacuola 
(Sampietro et al. 1980). 
 
Las tres enzimas implicadas en la degradación de la sacarosa en la remolacha azucarera de 
siembra otoñal desempeñan su función en diferentes momentos del desarrollo del ciclo de vida de la 
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planta. La invertasa neutra citoplasmática actúa principalmente en el periodo invernal. La SS presenta 
niveles más altos que las dos invertasas durante todo el desarrollo, lo que sugiere un papel 
fundamental en el metabolismo degradativo de la sacarosa en la raíz de Beta vulgaris L. Esta enzima 
está especialmente activa en el periodo primaveral (abril-mayo). En las variedades Claudia y Ramona 
se ha descrito que la actividad invertasa ácida (VIN, CWIN) aparece cuando la planta se encuentra 
bajo situación de estrés. Se ha encontrado una buena correlación entre la actividad invertasa ácida 
(VIN, CWIN) y la acumulación de glucosa, sobre todo en la variedad Claudia en situaciones de déficit 
hídrico y en altos valores de incorporación de nitrato en planta. En el periodo estival, la variedad 
Ramona acumula menos glucosa y presenta menos actividad invertasa ácida (VIN,CWIN) que la 
variedad Claudia (Jiménez 2004). En trabajos para determinar el patrón de expresión de los distintos 
genes de las enzimas encargadas del metabolismo de degradación de la sacarosa en remolacha 
azucarera, en los diferentes órganos, variedades y condiciones de cultivo se determinó que la 
expresión de la SS en raíz muestra un comportamiento similar: hay niveles altos de expresión en fases 
tempranas del crecimiento y va descendiendo paulatinamente hacia el final de los muestreos. Pero 
cuando aumenta la temperatura, se aprecia un incremento de la expresión de la SS en los ensayos de 
abonado en exceso y siembra tardía, que podría explicar el incremento de azúcares reductores en estas 
condiciones. También la variedad Claudia en condiciones de déficit hídrico, que acumulaba mayor 
cantidad de azúcares reductores que la variedad Ramona, presentaba un incremento de la expresión de 
SS en las muestras de finales de julio-agosto. Esto refuerza que la sacarosa sintasa está implicada en la 
producción de azúcares reductores cuando suben las temperaturas. Las invertasas ácidas vacuolares 
aumentaron su expresión en Claudia en déficit hídrico, lo que indica que estas enzimas podrían tener 
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1.5. ESTADO METABÓLICO DE LA RAÍZ: FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA 
(PEPC) Y ADENOSIN FOSFATOS 
 
Los conocimientos previos de nuestro equipo de investigación sobre la PEPC y el 
comportamiento de los adenilatos en la siembra otoñal ha llevado a tenerlos en cuenta en el presente 
estudio, ya que pueden ayudar a interpretar la respuesta fisiológica de la raíz ante el estrés.  
 
La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC 4.1.131), es una enzima muy importante del 
metabolismo del C en plantas. Es fundamental en el metabolismo fotosintético C4 y CAM, pero está 
presente en todas las plantas y en todos los órganos. Se localiza fundamentalmente en el citosol 
aunque ha sido descrita una isoenzima cloropastídica (Masumoto et al. 2010). Su papel fotosintético 
está ampliamente estudiado, pero son más limitados los conocimientos sobre su funcionamiento en 
otros tejidos. Está presente en las plantas superiores, algas verdes y microorganismos, pero no ha sido 
detectada en hongos, levaduras y animales (Chollet et al. 1996; Agetsuma et al. 2005).  
La PEPC cataliza la -carboxilación del PEP en presencia de HCO3- y Mg2+ para producir 
oxalacetato y Pi (Chollet et al. 1996). El oxalacetato es rápidamente transformado en malato por la 
malato deshidrogenasa, por lo que el malato se considera el primer compuesto estable de la reacción. 
Es un metabolito de gran interés ya que transporta carbono y poder reductor.  
La PEPC pertenece a una pequeña familia multigénica que refleja la diversidad funcional de la 
enzima. Se han caracterizado isoenzimas que constituyen las PEPC de tipo planta (PTPCs) que se 
dividen en dos categorías: fotosintéticas (C4 y CAM) y no fotosintéticas (C3), y al menos una más 
evolutivamente separada del resto, la PEPC de tipo bacteriano (BTPC) (Toh et al. 1994; Rao et al. 
2002; Besnard et al. 2003; O’Leary et al. 2011). Todas las PTPCs han evolucionado de un gen 
ancestral común y poseen un alto nivel de conservación genético (Svensson et al. 2003). 
Recientemente ha sido descrito que las PTPCs y la BTPC provienen de un linaje común procedente de 
las gammaproteobacterias, posiblemente a través de una transferencia horizontal de genes entre reino. 
En concreto desde las bacterias al ancestro común eucariota de las plantas (Peng et al. 2012).  
La PEPC está formada por polipéptidos de unos 100-110 kDa que se caracterizan por contener 
un dominio de fosforilación en una serina localizada en el extremo N-terminal de la proteína, un 
tetrapéptido (QNTG) crítico y muy conservado en el extremo C-terminal, y por existir típicamente 
como un homotetrámero (Kai et al. 2003; Izui et al. 2004; Xu et al. 2006; O’Leary et al. 2011). In vitro, 
la PTPC se presenta en forma de trímero, dímero o monómero (Stiborova & Leblova 1986). La forma 
tetramérica es la más abundante y activa catalíticamente y el monómero carece de actividad (Walker et 
al. 1986; McNaughton et al. 1989; Jawali 1990; Willeford et al. 1990). 
 Está regulada por fosforilación reversible tanto en plantas C3 como en C4 y CAM. La PEPC 
bacteriana carece del domino N-terminal de fosforilación (Vidal & Chollet 1997; Matsumura et al. 
2002). Cuando la PEPC está fosforilada es menos sensible a su inhibidor alostérico L-malato, posee 
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más afinidad por su activador glucosa 6-P, y es más eficaz a pH subóptimo de 7,3  (Echevarría et al. 
1994; Echevarría & Vidal 2003).  
 
1.5.1. Funciones de la PEPC 
 
En plantas superiores, la PEPC se localiza en hojas, raíces, semillas y nódulos (O’Leary 1982). 
Esta naturaleza ubicua de la enzima se justifica, probablemente, por la naturaleza de su producto final 
estable, el L-malato, que puede ser usado como fuente de carbono y poder reductor en numerosas vías 
metabólicas.  
Además de su participación en la fotosíntesis C4 y CAM, las funciones asignadas a la PEPC 
son numerosas. Interviene en la economía del carbono de la célula recapturando el CO2 respiratorio, 
suministra precursores biosintéticos al ciclo de Krebs cuando hay una fuerte demanda de esqueletos 
carbonados para la síntesis de aminoácidos (función anaplerótica) (Huppe & Urpin 1994), regula el pH 
celular, interviene en la fijación de nitrógeno en leguminosas, en la absorción y transporte de cationes 
y en el movimiento estomático. También ha sido implicada en la maduración y germinación de la 
semilla y en la maduración del fruto (Chollet et al. 1996; Echevarría & Vidal 2003; Izui et al. 2004). 
La función anaplerótica es especialmente importante en tejidos no fotosintéticos (Latzko & 
Kelly 1983). Durante la síntesis de aminoácidos, los ácidos orgánicos procedentes del ciclo de Krebs 
son transportados desde la mitocondria al citosol y de ahí al estroma del cloroplasto para la 
asimilación de NH4+ en el ciclo glutamina sintetasa/glutamato sintasa mediante en ciclo GS/GOGAT, 
disminuyendo la tasa de regeneración de oxalacetato (OAA) y/o malato de la mitocondria (Champigny 
& Foyer 1992). En este sentido, la reacción catalizada por la PEPC puede ser considerada como el 
inicio de una rama de la ruta glucolítica. 
Durante la reducción del NO3-, que consume protones, la actividad PEPC C3 aumenta el 
contenido de ácidos orgánicos, que reduce la alcalinización y contribuye a la homeostasis del pH 
citosólico. Además, el OAA producido por la PEPC puede ser usado por la lanzadera OAA/malato 
mitocondrial o cloroplástica para transportar hasta el citosol el poder reductor requerido por la nitrato 
reductasa (NR) (Oaks 1994). Finalmente se observa una clara relación entre la actividad PEPC y la 
actividad glutamina sintetasa (GS), estando esta última controlada por los niveles de glutamina (Dever 
et al. 1995) y la expresión de la PEPC coordinada con la NR (Müller et al. 2001). Todo esto pone en 
evidencia una coordinación entre el metabolismo del carbono y del nitrógeno finamente regulada para 
mantener una adecuada relación C/N. 
Los cambios en el reparto del carbono en el punto de ramificación del PEP, son cruciales para 
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1.5.2. Regulación de la actividad PEPC 
 
Su actividad y expresión guardan relación con la situación metabólica de la raíz. Resultados 
previos de nuestro laboratorio muestran que la presencia de alta concentración de nitrato aumenta el 
flujo de carbono hacia la PEPC para suministrar esqueletos carbonados al ciclo de Krebs (Álvarez et al, 
2005). Esto repercute en el balance de C/N de la planta, disminuyendo la cantidad de carbono 
disponible para ser acumulado, lo que en órganos de reserva (Jeanneau et al. 2002) sería perjudicial 
para la producción. 
La PEPC también está regulada por estrés y por ABA. En el caso de las plantas C3, se ha 
detectado que el estrés salino y el ABA aumentan la actividad PEPC en Hordeum vulgare (Popova et 
al. 1995). También se ha visto aumento de expresión de la PEPC en raíces de plántulas de trigo en 
tratamientos con LiCl, NaCl, hipoxia o bajas temperatura (González et al. 2003; Monreal et al. 2007).  
Finalmente, hormonas como las citoquininas, en conjunción o no con la nutrición nitrogenada, 
pueden modificar la expresión de la PEPC (Peters et al. 1997). 
 
Regulación postraduccional 
Todas las PEPCs muestran propiedades alostéricas: Las PEPCs de plantas vasculares son 
típicamente inhibidas por L-malato y activadas por Glu-6-P. Además, Asp y Glu son inhibidores 
alostéricos de PEPCs de tejidos activos en la asimilación de nitrógeno y/o reacciones de 
transaminación, proporcionando así un vínculo entre el metabolismo del carbono y del nitrógeno (Law 
& Plaxton 1997; Moraes & Plaxton 2000; Blonde & Plaxton 2003). También esté bien establecido que 
la actividad de la PEPC en la mayoría de plantas vasculares está controlada por fosforilación 
reversible catalizada por una proteína kinasa endógena independiente de Ca2+ y desfosforilada por 
proteínas fosfatasa tipo 2 (PP2A) en un residuo de serina en el extremo N-terminal altamente 
conservado (Chollet et al. 1996; Izui et al. 2004; Nimmo 2003). Esto normalmente da como resultado 
la reducción de la sensibilidad de la enzima a la inhibición por malato y un aumento de la sensibilidad 
a la activación por Glc-6-P (Tripodi et al. 2005). 
Generalmente, las PEPCs de dicotiledóneas son activadas por glucosa 6-fosfato (Glu-6-P) e 
inhibidas por L-malato o aspartato, especialmente a pHs subóptimos (del orden de 7,1 a 7,3) que se 
aproximan al valor de pH citosólico (Andreo et al. 1987; Echevarría et al. 1994). La Glu 6-P aumenta 
la Vmax de la PEPC, `produciendo una bajada de la Km para el PEP y reduciendo la sensibilidad de la 
enzima al L-malato. El pH óptimo de la enzima es de 8. In vivo, la actividad de la enzima va a 
depender del balance entre los efectores negativos y positivos relacionados con la fotosíntesis y de la 
modulación por el pH citosólico (Gilioli-Guivarc’h et al. 1996). La mayoría de factores que 
interaccionan y actúan en la regulación de la PEPC (pH, glucosa, fosforilación) son opuestos al efecto 
negativo ejercido por el L-malato (Jeanneau et al. 2002). 
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Para la PEPC bacteriana, además de no poseer dominio de fosforilación en el extremo N-
terminal, como se ha indicado anteriormente, presenta propiedades cinéticas diferentes, que han sido 
determinadas en BTPC recombinantes: una disminución importante de sensibilidad a los efectores, 
tanto positivos (Glu-6P, Glu-1P, Fru-6P, Glicerol-3P) como negativos (Malato, Aspartato; presenta 
una IC50 69 veces mayor que la PEPC Clase-1), altamente termoestable (mantiene el 70% de su 
actividad a 50 ºC mientras que la forma PEPC Clase-1 mantiene sólo el 5% (O’Leary et al. 2009). La 
PEPC Clase-1 es un homotetrámero formado por cuatro subunidades de PTPC (PEPC típica de plantas 
vasculares).  
La regulación de la actividad de la PEPC también está influenciada por el estado oligomérico 
de la enzima, siendo el tetrámero la conformación óptima, seguida del dímero, y con un monómero 
inactivo. Los cambios en el estado de oligomerización están propiciados por factores como dilución de 
la enzima, concentración de sales en el medio de ensayo, concentración de L-Malato o baja 
temperatura (Chollet et al. 1996). Sin embargo, la contribución real de esta regulación a la actividad de 
la enzima in vivo no está clara en plantas C4. Por el contrario, en plantas CAM hay evidencias de que 
el tetrámero actuaría durante la fase nocturna asociado a la fase activa de fijación de CO2 (Chollet et 
al. 1996). Se ha descrito que los solutos compatibles como el PEG-6000, promueven la 
oligomerización de la PEPC, incrementando la actividad de la enzima y disminuyendo su sensibilidad 
al malato  (Huber and Sugiyama 1986). 
 
En semillas de ricino (castor oil seed, COS) se ha descrito la existencia de un hetero-octámero 
formado por cuatro unidades de PEPC Clase-1 (PEPC típica de plantas vasculares) y cuatro unidades 
de PEPC bacteriana (BTPC) para formar la PEPC de Clase-2. Estos hetero-oligómeros exhiben 
propiedades físicas, cinéticas y reguladoras alteradas, intermedias entre la PEPC Clase-1 y la BoPC 
(en cuanto a respuesta a metabolitos reguladores y sensibilidad térmica). Las características cinéticas y 
regulatorias del complejo PEPC Clase-2 son coherentes con su supuesta función como mecanismo de 
"desbordamiento metabólico" que podría mantener un flujo significativo de PEP a malato en 
condiciones fisiológicas que inhibirían gran medida una Clase-1 PEPC (O’Leary et al. 2009). 
 
Regulación covalente por fosforilación reversible 
Todas las PTPCs fotosintéticas y no fotosintéticas están sometidas a regulación por 
fosforilación reversible. La fosforilación es llevada a cabo por una pequeña proteína con actividad 
quinasa, la PEPC quinasa (PPCK).  
En la PEPC fotosintética C4 de sorgo, la fosforilación duplica la Vmax, aumenta 7 veces la Ki 
para su inhibidor, el L-malato y 4,5 veces la Ka para la Glu-6-P, en condiciones de pH y concentración 
de PEP subóptimos (Echevarría et al. 1994; Duff & Chollet 1995). 
La isoenzima no fotosintética también está sometida a una regulación por fosforilación 
reversible, similar a la de las isoenzimas C4 o CAM (Chollet et al. 1996; Vidal & Chollet 1997; 
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Gousset-Dupont et al. 2005). Diversos estudios con 32P han demostrado la existencia de fosforilación 
reversible en una gran variedad de tejidos donde sólo se localiza la isoenzima no fotosintética, como 
nódulos de raíces de soja (Zhang et al. 1995) semillas de trigo, cebada y sorgo (Osuna et al. 1996; 
Feria et al. 2008; Ruiz-Ballesta et al. 2014) y frutos (Law & Plaxton 1997). 
En hojas C3 de Arabidopsis, mediante experimentos de marcaje radiactivo con 32P, se detecta 
PEPC marcada en extractos de luz y no de oscuridad. Esto apoya la hipótesis de que los cambios 
dependientes de la luz en las propiedades regulatorias de la PEPC se deben a la fosforilación in vivo 
de la enzima (Gousset-Dupont et al. 2005). Como se ha propuesto en el caso de la PEPC C4, la 
fosforilación podría ejercer un efecto protector que contrarrestaría la inhibición metabólica de la PEPC.  
En el caso de las plantas C3 la PEPC juega un papel crucial en el metabolismo del carbono y el 
nitrógeno. Por lo tanto el papel de la fosforilación reversible en oposición a la inhibición metabólica 
de la PEPC de C4 y CAM, puede aplicarse a cualquier contexto fisiológico donde la concentración de 
metabolitos sea alta; en el caso de la PEPC C3, durante el flujo anaplerótico del carbono (Jeanneau et 
al. 2002). 
La fosforilación de la PEPC es llevada a cabo por una proteína quinasa específica (PPCK). 
Han sido identificados diferentes elementos que activan la síntesis de la PPCK: 
o La luz, en el caso de las plantas C4 (Pierre et al. 1992; Gigloli-Guivarc´h el al. 1996; 
Coursol et al. 2000; Echevarría & Vidal 2003; Osuna et al. 2004). 
o El ritmo circadiano en las plantas con metabolismo CAM  (Nimmo 2003) 
o El malato disminuye la actividad PPCK, en tabaco (Nimmo 2003) 
o Los fotosintatos traslocados, produciendo una PEPC fosforilada cuando mayor aporte 
de fotosintatos hay, en nódulos de soja (Nimmo, 2003) 
o El déficit de fosfato aumenta la PEPC y la PPCK (Gregory et al. 2009). 
o La luz en hojas C3 de tabaco, por una ruta diferente de la seguida en el caso de las 
PEPC C4 (Li 1996). Y la luz también aumenta la PK en protoplastos de mesófilo de 
cebada (Smith et al. 1996). 
o La relación Glu-6-P/L-malato en el desarrollo y germinación de semillas de cebada 
(Feria et al. 2008). 
o La PPCK desaparece tras cortar el flujo de fotosintatos en semillas de cebada, ricino y 
soja, por eliminación de la espiga u oscuridad prolongada (Xu et al. 2003; Sullivan et 
al. 2004; Tripodi et al. 2005; Murmu & Plaxton 2007; Feria et al. 2008; O’Leary et al. 
2011).  
o Un aumento de la PPCK en plantas de sorgo sometidas a estrés salino. El estrés salino 
es capaz de aumentar la actividad PPCK y la fosforilación de la PEPC 
independientemente de la activación por luz  (Echevarría et al. 2001; García-Mauriño 
et al. 2003; Monreal et al. 2007).  
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Regulación por monoubiquitinación 
La ubiquitina (Ub) es una pequeña proteína globular de 76 aminoácidos que aparece en todos 
los eucariotas y que está implicada en la regulación de múltiples procesos celulares. Además de en la 
proteólisis celular (Hershko & Ciechanover 1998), la Ub también participa en el ciclo celular, 
replicación, transcripción y reparación del ADN y de la endocitosis y en la interacción proteínas-
direccionamiento a membranas o compartimentos celulares (Mukhopadhyay & Riezman 2007). 
La Ub puede modificar a las proteínas de diversas formas, determinando su destino celular o su 
función: 
- Monoubiquitinación: Un sola Ub se une a la proteína. Regula la reparación de ADN, la 
expresión génica y la endocitosis 
- Multiubiquitinación: Varias Ub se unen a lugares diferentes de la proteína. Regula receptores 
de la endocitosis. 
- Poliubiquitinación: Unión de varias Ub unidas a un único lugar de la proteína sustrato. Puede 
ser ramificada o lineal.  
El tipo de ubiquitinación y el lugar de unión a la proteína determina diversas funciones: marcaje 
para ser degradado en el proteosoma, tolerancia a daños en el ADN, transducción de señales o 
activación de factores de transcripción (Sadowsky et al. 2012). 
 
La degradación de la PEPC y la PPCK son mediadas por la poliubiquitinación y el proteosoma 
(Agetsuma et al. 2005; Monreal et al. 2007).  
En 2008 fue descrito el primer ejemplo de regulación por monoubiquitinación en una enzima 
metabólica de plantas en la PEPC (Uhrig et al. 2008). Recientemente se ha detectado la 
monoubiquitinación de la PEPC en raíces inmaduras con proteoide de Hakea próstata (Shane et al. 
2013). La monoubiquitinación en PEPC en estas plantas tiene un efecto inhibidor ya que aumenta la 
Km (PEP) y la sensibilidad de la enzima a los inhibidores alostéricos. Estos estudios han 
proporcionado un nuevo modelo de control postraduccional en la PEPC no fotosintética (Downes & 
Vierstra 2005; Schenell y Hicke, 2003). 
La existencia de una doble banda de PEPC altamente reminiscente a la ubiquitinación, ha sido 
frecuentemente identificada en extractos clarificados de diferentes plantas, incluyendo hojas C3, 
células de la guarda, raíces y frutos (Denecke et al. 1993; Law & Plaxton 1997; De Nisi & Zocchi 
2000; Rao et al. 2006), y durante el desarrollo y germinación de la semilla de cereales, como en trigo, 
cebada y sorgo (Osuna et al. 1996; González et al. 1998; Nhiri et al. 2000; Feria et al. 2008; Ruiz- 
Ballesta et al. 2014). 
Aún está en estudio los contextos fisiológicos en los que las plantas utilizan este mecanismo de 
regulación y como interactúa la monoubiquitinación de la PEPC con el resto de mecanismos de 
regulación de la enzima. 
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1.5.3. PEPC y temperatura 
 
Se conoce que la PEPC C4 es marcadamente regulada por la luz y por la temperatura. Los 
efectos individuales de la luz y la temperatura han sido ampliamente estudiados (Chinthapalli et al. 
2003; Izui et al. 2004; Pierre et al. 2004). 
Se han comparado las propiedades de la PEPC en discos foliares de plantas C4 (Amaranthus 
hypochondriacus) y C3 (Pisum sativum) en respuesta a la temperatura, comprobando que este factor 
causa importantes fenómenos de modulación, con patrones diferentes en las plantas C4 a los de las C3. 
En las plantas C4, la PEPC muestra una Tª óptima in vitro de 45 ºC frente a los 30 ºC en las plantas C3, 
a bajas Tª (15 ºC) la PEPC C4 perdió mayor actividad (70% de pérdida) que la PEPC C3 (35%); el 
aumento de temperaturas entre 15 ºC y 50 ºC produjo una importante disminución de la sensibilidad al 
efector negativo L-malato con mayor alcance en las plantas C4 (45%) que en las C3 (30%). En ambos 
tipos de plantas los efectos de la temperatura eran en gran medida reversibles y no se mostraban 
asociados a diferencias en el grado de fosforilación. La adición de solutos compatibles (PEG-6000) 
amortiguó la modulación por temperatura de la sensibilidad de la PEPC al malato en A. 
hypochondriacus lo que sugiere que las diferencias encontradas pueden deberse a cambios 
conformacionales significativos en la PEPC C4 producidos por la temperatura (Chinthapalli et al. 
2003). 
También ha sido descrito in vivo, en Amaranthus hipocondriacus, una modulación positiva en 
función de la temperatura y la iluminación, mayores temperaturas y radiación aumentan la actividad 
PEPC en hojas, su sensibilidad a la Glu-6P y disminuye su sensibilidad al málico (Avasthi et al. 2011) 
 
1.5.4. Metabolismo y niveles de nucleótidos de adenina 
 
Los niveles metabólicos de los nucleótidos de adenina (ATP, ADP, AMP) son distintos en 
diferentes situaciones metabólicas. Se han empleado diversos índices relacionados con la 
cuantificación de adenilatos para estimar el estado metabólico de la planta o de parte de ella, en 
distintas situaciones. Los nucleótidos de adenina no son sólo indicadores de la actividad celular, sino 
que además regulan esta actividad. Al ser el ADP, junto con el O2, el sustrato para la síntesis de ATP, 
la disponibilidad de ADP puede regular la velocidad de la respiración mitocondrial y en general todo 
el metabolismo respiratorio de los carbohidratos. La tasa de ATP/ADP se ha descrito como uno de los 
principales indicadores y reguladores del estado energético de la célula (Schultz et al. 1993). Las 
semillas en germinación presentan altos valores de ATP/ADP (Ching & Kronstand 1972) y en las 
raíces (Adams 1970) y tejidos verdes (Bukhov et al. 1995) se han encontrado bajos niveles. En el caso 
de las raíces de remolacha en condiciones de siembra otoñal se ha caracterizado la evolución de los 
nucleótidos de adenina, y se ha comparado con lo que sucede en la siembra primaveral. En la época de 
recolección de la remolacha de siembra primaveral, los patrones del contenido en adenilatos se 
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corresponden con la fase de latencia, indicando una baja actividad metabólica, con altos niveles de 
ATP y de ADP. En cambio, la remolacha de siembra otoñal en la época de recolección, presenta una 
alta actividad metabólica, con altos niveles de prolina, glucosa y alta tasa respiratoria (bajos niveles de 
ADP). La combinación de un metabolismo respiratorio activo, que permite el catabolismo de 
carbohidratos y la síntesis de moléculas para el estrés, con las condiciones climáticas en el momento 
de la cosecha, podrían ser los mecanismos fisiológicos subyacentes que causan diferencias en las 




































1) Establecer las consecuencias de los golpes de calor en la remolacha de siembra otoñal a nivel 
fisiológico y agronómico. 
 
2) Profundizar en las causas de las pérdidas de producción y calidad producidas por los golpes de 
calor. 
 
3) Determinar las consecuencias fisiológicas de los golpes de calor en los diferentes momentos 
de desarrollo del cultivo (abril, mayo, junio, julio), a través del estudio de parámetros fisiológicos 
como actividades enzimáticas degradativas de la sacarosa y de la actividad PEPC. 
 
4) Diferenciar las respuestas fisiológicas del estrés térmico, hídrico y la combinación de los dos 
estreses. Estudios de los niveles de prolina.  
 
5) Establecer indicadores del nivel de estrés de la remolacha de siembra otoñal y plantear 





















2. MATERIALES Y MÉTODOS 
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2.1. CONDICIONES DEL CULTIVO EN LOS ENSAYOS DE CAMPO 
 
2.1.1. Material vegetal y condiciones de manejo  
 
Se ha estudiado la fisiología y el metabolismo de Beta vulgaris desde los periodos en los que 
comienzan a elevarse la temperatura en Andalucía (marzo-abril) hasta la fecha de recolección, 
durante las campañas agrícolas 2003/2004, 2004/2005, 2005/2006 (1ª, 2ª y 3ª campaña). 
Las muestras utilizadas para los ensayos fueron sembradas y cosechadas por AIMCRA 
(Asociación de Investigación para la Mejora del Cultivo de la Remolacha Azucarera). El material 
vegetal para los ensayos es la variedad Dax (casa comercial Strube). La parcela de ensayo estaba 
ubicada en la finca “Hato Ratón” (Aznalcázar, Sevilla) seleccionada por sus excepcionales valores 
de calidad y producción. Las condiciones de manejo de las parcelas de ensayo han seguido las 
especificaciones recomendadas por AIMCRA, que son las que se siguen en el total de la finca.  
Los ensayos diseñados fueron variando en cada campaña en función de los resultados 
obtenidos en la campaña anterior, encaminados a obtener respuestas sobre el efecto del estrés térmico 
e hídrico en el periodo de enriquecimiento de la raíz en Beta vulgaris.  
 
2.1.2. Descripción del diseño de muestreo básico 
 
Los ensayos realizados para este estudio se situaron sobre remolachas que estaban en  
producción en la finca Hato Ratón, dónde las remolachas se manejaron según las recomendaciones 
de cultivo de AIMCRA para aquellos parámetros que no eran objeto de estudio. El estudio se hizo 
mediante un Diseño de Bloques Incompletos al Azar. En cada muestreo se recolectaba 0,5 m2 (1 
metro lineal) en las zonas adyacentes del muestreo anterior para cada tratamiento. En la recolección 
se tomaban remolachas completas (hojas+raíz principal). Para el estudio fisiológico se tomaron tres 
remolachas completas al azar para cada condición y para el testigo. Se efectuaron arranques 
mensuales o quincenales según el ensayo y el arranque en recolección (julio). 
 
2.1.3. Diseño de los ensayos de campo realizados en cada campaña (2004-
2005, 2005-2006, 2006-2007) 
 
La selección del material vegetal y la preparación de las parcelas de muestreo fueron 
realizadas por AIMCRA. El diseño y las características de los ensayos fueron determinados 
conjuntamente por AIMCRA, el grupo de Ecofisiología de la Universidad Pablo de Olavides y el 
grupo de Fisiología Vegetal de la Universidad de Sevilla. 
 




2.1.3.1. Campaña agrícola 2003-2004. (1ª campaña) 
 
En esta campaña se realizaron dos ensayos diferentes: 
 
1. Ensayo térmico  
Para la creación de condiciones diferenciales de temperatura en el cultivo, y por las previstas altas 
temperaturas alcanzables (según indicación del instalador) se instalaron 2 túneles de plástico 
transparente de 8m x 21m cada uno (Fig. M.1), abiertos en los extremos, el día 13/04/04 (Tabla M.1). 
Se comprobó la transparencia del plástico utilizado, siendo la radiación interior un 75% de la 
radiación exterior. En las fechas del muestreo (abril-julio), la radiación máxima en el interior del 
túnel superaba los 1200 E m-2 s-1. En la bibliografía se considera 800-1000 E m-2 s-1 como valor 
de saturación para la remolacha (Brown & Rosenberg 1970; Soffe 2003)  
Se contaba así con tres tratamientos: 
- Control: exterior de túnel 
- Sin ventilación: túnel completo 
- Ventilado: túnel con ventanas laterales para crear situación intermedia entre las condiciones 
anteriores. 
El cultivo fue mantenido en riego por aspersión hasta la instalación de los túneles, y por goteo 
hasta el 7/07/2004, siendo la cantidad de agua suministrada la indicada por el balance de agua (ETc) 
(Evapotranspiración del cultivo) (Allen et al. 1998). 
 
Figura M.1. Montaje y distribución del ensayo con túneles grandes durante la 1ª campaña. 
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2. Ensayo con inhibidores de invertasas 
Para los ensayos con inhibidores de invertasas se utilizaron las remolachas sometidas a las 
condiciones control. Se realizaron dos repeticiones del ensayo consistentes en dos ejemplares cada 
una cuyas hojas y corona fueron rociadas con 2,5-dihidroximetil-3,4-dihidroxipirrolidina (DMDP) 
10 M, una sustancia inhibidora de la actividad invertasa el 19/07/04, una semana antes y el día antes 
de la obtención de las muestras de la obtención de las muestras. 
 
Tabla M.1. Fechas de siembra, muestreos y aplicación de tratamientos en la 1º campaña. 
 
Evento Fecha Remolachas 
 




Colocación túnel 13/04/2004  
Muestreo 1 19/04/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 2 04/05/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 3 17/05/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 4 31/05/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 5 07/06/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 6 14/06/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 7 28/06/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Último riego 08/07/2004  
Muestreo 8 12/07/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
Muestreo 9 26/07/2004 3 control, 3 Túnel ventilado, 3 Túnel sin ventilar 
 
 
2.1.3.2. Campaña agrícola 2004-2005 (2ª campaña) 
 
En esta campaña se realizaron tres ensayos: 
1. Ensayo térmico: Túnel grande 
Durante esta campaña se instaló un solo túnel de 8 m x 42 m, cerrado en un extremo para la 
creación de condiciones diferenciales de temperatura. Se cerró el extremo más expuesto a los vientos 
dominantes para disminuir las turbulencias y la refrigeración en el interior del túnel (Fig. M.2). El 
túnel fue colocado el día 20/03/05. Se mantuvo cerrado hasta alcanzar temperaturas extremas para el 
cultivo que amenazaban la viabilidad de la planta y del experimento, con una diferencia de 
Aspectos de la fisiología de Beta vulgaris en condiciones de siembra otoñal                   Materiales y Métodos 
46 
 
temperatura significativa respecto al exterior (15º C, 44º C en el interior, 29º C en el exterior). Tras 
este estrés de choque, se destapó el extremo cerrado (14 de abril, Tabla M.2) y se mantuvo el túnel 
hasta la recolección en julio. En este ensayo se diferenciaron tres condiciones: 
- T1. Control: Ausencia de túnel, remolachas del exterior, de la zona colindante al túnel. 
- T2. Estrés moderado: Zona del túnel desde el centro al extremo abierto. 
- T3. Estrés severo: Zona del túnel desde el centro, al extremo cerrado. 
El cultivo fue mantenido en riego por aspersión hasta la instalación de los túneles, y por goteo hasta 
el 11 de julio (penúltimo muestreo). La cantidad de agua suministrada fue la indicada por el balance 
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2. Ensayo térmico: Microtúneles 
En este ensayo, que se ha denominado “golpe de calor en microtúneles”, se diseñó un modelo de 
microtúneles portátiles que permitió someter a las remolachas a golpes de calor puntuales en 
diferentes estadíos de desarrollo. Se realizaron dos ensayos de golpe de calor uno en el mes de junio 
y otro en el mes de julio. En cada ensayo, se colocaron 3 microtúneles (3 repeticiones) de plástico 
transparente de 3 m x 2 m x 1,80 m, colocando el microtúnel durante dos semanas (Fig. M.3). Tras 
estas dos semanas se recolectó la mitad de la superficie y el resto de plantas se mantuvieron sin la 
cobertura de plástico hasta la recolección de julio. Esto permitiría evaluar el efecto inmediato del 
golpe de calor y el efecto a largo plazo. 
 
Se obtuvieron así dos condiciones para el efecto inmediato: 
- C: Control, sin microtúnel. 
- T: Tratamiento, bajo el microtúnel.  
 
Y otras dos muestras en el momento de recolección para cada fecha: 
- Control en recolección. 
- Tratamiento en recolección. 
 
Las condiciones de riego permanecieron idénticas al ensayo anterior.  
 
 
Figura M.3. Disposición de los microtúneles para los golpes de calor de 15 días y de las plantas utilizadas 
como control en este ensayo. De cada estructura se recogía una planta para tener tres repeticiones 
independientes. 
 
3. Ensayo hídrico 
En paralelo a los ensayos de golpe de calor en túneles y microtúneles se realizó un tercer ensayo 
en el que el factor cambiante fue la restricción hídrica (Fig. M.4). Las parcelas estaban separadas 
CONTROL 
TRATAMIENTO 
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entre ellas para evitar flujos de agua de unas parcelas a otras. Se realizaron tres condiciones diferentes 
de aporte hídrico: 
- Control: Riego recomendado (según ETc). 
- 60%. Suministro del 60% de la cantidad de agua recomendada. 
- Secano: Ausencia de riegos.  
 
 
Figura M.4. Esquema del ensayo de riego restringido realizado durante la segunda campaña. 
 
Tabla M.2. Fechas de siembra, muestreos y condiciones de manejo de los ensayos durante la segunda 
campaña.   
 
 Eventos Fecha Remolachas 
 Siembra 25/10/2004  
ENSAYO 
TÉRMICO 
Colocación túnel 20/03/2005  
Muestreo 1 04/04/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Apertura túnel 14/04/2005  
Muestreo 2 18/04/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 3 03/05/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 4 16/05/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 5 30/05/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 6 13/06/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 7 27/06/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 8 11/07/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Ultimo riego 11/07/2005  
Muestreo 9 25/07/2005 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Colocación 1º microtúnel 01/06/2005  
Recolección 1º microtúnel 16/06/2005 3 Control, 3 microtúnel 






Colocación 2º microtúnel 20/06/2005  
Recolección 2º microtúnel 05/07/2005 3 Control, 3 microtúnel 
ENSAYO 
HÍDRICO 
Muestreo 1 03/05/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 2 16/05/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 3 30/05/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 4 13/06/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 5 27/06/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 6 11/07/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 7 25/07/2005 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
 
 
2.1.3.3. Campaña agrícola 2005-2006 (3ª campaña) 
 
Se repitieron los ensayos de la campaña anterior con algunas variaciones: 
 
1. Ensayo térmico: Túnel grande 
Se reprodujeron las condiciones con un solo túnel, colocado el 3/04/2006 y abierto el 19/05/2006 
(Tabla M.3). Se alcanzaron diferencias en las temperaturas máximas del interior del túnel y del 
exterior de 10ºC (47ºC interior, 37º C exterior) 
 
2. Ensayo térmico: Microtúneles 
Se realizaron siguiendo el mismo patrón que en la campaña anterior, pero tras los resultados de 
la campaña anterior, se determinó la necesidad de colocarlos en cuatro fechas: abril, mayo, junio y 
julio. Se tomaron muestras tras dos semanas de tratamiento y en recolección al igual que en la 
campaña anterior (Tabla M.3). 
 
3. Ensayo hídrico 
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Tabla M.3. Fechas de siembra, muestreos y condiciones de manejo de los ensayos durante la tercera 
campaña.   
 
 Eventos Fecha Remolachas 
 Siembra 09/12/2005  
ENSAYO 
TÉRMICO 
Colocación túnel 03/03/2006  
Muestreo 1 18/04/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 2 02/05/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 3 15/05/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Apertura túnel 19/05/2006  
Muestreo 4 31/05/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 5 12/06/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 6 26/06/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 
Muestreo 7 10/07/2006 3 control, 3 exterior túnel, 3 interior túnel 




Colocación 1º microtúnel 11/04/2006  
Recolección 1º microtúnel 26/04/2006 3 Control, 3 microtúnel 
Colocación 2º microtúnel 08/05/2006  
Recolección 2º microtúnel 23/05/2006 3 Control, 3 microtúnel 
Colocación 3º microtúnel 05/06/2006  
Recolección 3º microtúnel 20/06/2006 3 Control, 3 microtúnel 
Colocación 4º microtúnel 02/07/2006  
Recolección 4º microtúnel 17/07/2006 3 Control, 3 microtúnel 
ENSAYO 
HÍDRICO 
Muestreo 1 31/05/2006 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 2 12/06/2006 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 3 26/06/2006 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 4 10/07/2006 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
Muestreo 5 24/07/2006 3 Riego, 3 Riego 60% CR, 3 Secano 
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2.2. CONDICIONES CLIMÁTICAS 
 
Se registraron la temperatura y humedad relativa en las diferentes condiciones de ensayo con 
registradores en continuo HOBO (modelo U12-13; marca Onset) y una frecuencia de 30 minutos. 
Estos sensores fueron instalados y chequeados por AIMCRA y por el grupo de la UPO. Estos 
sensores aportaron los datos de temperatura (máxima, media y mínima) y humedad (relativa y total, 
máxima y mínima). 
Para los datos generales de la información climática se ha recurrido a la red de estaciones 
agroclimáticas de la Consejería de Agricultura Pesca y Desarrollo Rural de la Junta de Andalucía, 
tomando los datos de la estación meteorológica de Aznalcázar, situada en el interior de la propia 
finca (código de la estación: 5). Estos datos se han utilizado para obtener la radiación solar, la 
velocidad y dirección del viento y la precipitación. Estos datos se han utilizado para las correlaciones 
y también para la obtención de una ETo contextualizada para nuestros ensayos (EToC). Dentro de 
los túneles, el viento no se tuvo en cuenta para el cálculo mientras estaban cerrados pero se incluyó 
al abrirlos. El aporte hídrico fue calculado según la demanda ETo del cultivo. 
Los gráficos de la evolución de los parámetros climáticos del exterior y del interior de los 
túneles se han recogido en los capítulos de los resultados 3.1 sobre la influencia de los túneles y los 
parámetros climáticos y 3.6 sobre el efecto de los microtúneles.  
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2.3. TOMA DE MUESTRAS, PROCESAMIENTO Y CONSERVACIÓN 
 
La evolución de los distintos parámetros fisiológicos se siguió a través de muestreos 
quincenales comenzando en abril en las tres campañas (19-04-18 de abril respectivamente en 2004-
2005-2006, Tablas M.1, M.2, M.3), para el ensayo térmico. En el caso de los microtúneles se tomaron 
muestras tras 15 días de permanencia de los microtúneles, el 20 de junio y el 5 de julio en la 2º 
campaña. Las remolachas restantes de los dos ensayos de microtúneles se recolectaron el 25 de julio. 
Durante la tercera campaña (2006) se realizaron cuatro ensayos con microtúneles, recolectando tras 
15 días de tratamiento en las siguientes fechas: 26 de abril, 23 de mayo, 20 de junio, 17 de julio. Las 
remolachas restantes se recolectaron el 18 de julio. Los ensayos hídricos se han seguido con 
muestreos quincenales desde el 3 de mayo al 25 de julio en la segunda campaña (Tabla M.2) y desde 
el 31 de mayo al 21 de julio en la tercera campaña (Tabla M.3). 
De cada muestreo se tomaron tres plantas de cada una de las condiciones. La recogida se 
realizó manualmente a primera hora de la mañana (de 8 a 11). Las plantas enteras fueron 
transportadas al laboratorio a temperatura ambiente en un periodo máximo de dos horas. El material 
vegetal fue separado en raíz acumuladora, peciolos y limbos. Las raíces acumuladoras fueron lavadas 
para eliminar restos de barro. Una mitad de la raíz era picada con una picadora moulinex y mezclada 
con las porciones de las otras dos raíces de la muestra. De este preparado se separaban tres porciones, 
que eran introducidas inmediatamente en N2 líquido. Estas muestras se utilizaron para las 
determinaciones enzimáticas, glucosa, prolina y proteínas. De las otras mitades de las raíces se 
sacaron, con un sacabocados, muestras de raíz que se congelaron inmediatamente en N2 líquido y 
conservadas luego a -35 ºC hasta su utilización para la determinación de adenilatos. Para las 
determinaciones en hojas, de cada planta se seleccionaban tres hojas, la 4ª, 5ª y 6ª (completamente 
extendidas) desde el centro de la roseta. Los peciolos y limbos eran separados, picados y 
homogeneizados con las otras réplicas. Inmediatamente se sumergían en N2 líquido. Todas las 
muestras se conservaron a -35 ºC hasta el momento de los ensayos.  
 
Para los ensayos en condiciones controladas se contó también con tres repeticiones para cada 
condición que se procesaban de igual forma que las plantas recepcionadas del cultivo. 
  
Aspectos de la fisiología de Beta vulgaris en condiciones de siembra otoñal                   Materiales y Métodos 
53 
 
2.4. CRECIMIENTO DE PLANTAS EN CONDICIONES CONTROLADAS 
 
Paralelamente a los ensayos de campo, se realizaron diversos ensayos en condiciones 
controladas en el laboratorio de Fisiología Vegetal de la Facultad de Biología, Universidad de 
Sevilla.  
La germinación y crecimiento de las plantas se realizó en cámara de cultivo con una 
temperatura constante de 26º C, 12 horas de fotoperiodo y una humedad relativa constante del 50%. 
Antes de los tratamientos, las plantas se mantenían en estas condiciones al menos durante 40 días. 
Las plantas eran germinadas en semilleros en tierra para los cultivos en tierra y en vermiculita para 
los cultivos en otros sustratos. A los 10 días (o cuando los dos cotiledones se habían desplegado 
completamente) eran trasplantadas al sustrato definitivo. En la figura M.5 se muestran los diferentes 




















Figura M.5. Desarrollo de las plantas crecidas en el laboratorio para los ensayos de condiciones controladas 
en cámara de cultivo. Se muestra la edad de las plantas. 
 
Las plantas crecidas en medios inertes (vermiculita, perlita) eran regadas con medio nutritivo. Según 
el tipo de ensayo se utilizaron diferentes tipos de sustratos para el crecimiento de las plantas: 
 
 




Sustrato: Tierra vegetal 
Las plantas eran trasplantadas a macetas de plástico de 2,5 litros con una mezcla de tierra 
vegetal y un 10% en volumen de perlita para un adecuado drenaje. El aporte hídrico era suministrado 
a mano con agua de la red de abastecimiento cuando la superficie de la maceta dejaba de estar 
húmeda. 
 
Sustrato: Hidropónico en perlita o vermiculita 
Las plantas eran trasplantadas a macetas de plástico de 2,5 litros con perlita o vermiculita. 
El aporte hídrico y de nutrientes era suministrado a mano con medio de cultivo tipo Hewit (1966) 






KNO3 5 MnSO4:H2O 10-2 
Ca(NO3)2:4H2O 5 CuSO4:5H2O 10-3 
SO4Mg:7H2O 0,2 Na2MoO4 5 10-4 
PO4H2Na:2H2O 1,34 ZnSO4:7H2O 10-3 
  BO3H3 5 10-2 
  CoSO4:7H2O 2 10-4 
  ClNa 1 
  FeNa-EDTA 0,1 
 
Sustrato: Hidropónico en medio líquido 
Las plantas eran trasplantadas a macetas de plástico de 2,5 litros con el interior forrado de 
plástico y rellenas de medio nutritivo tipo Hewit (1966). Las plántulas se mantenían en flotación con 
un soporte de poliestireno expandido fabricado para tal efecto. Este soporte tenía abertura para la 
plántula y para el tubo de aireación no permitiendo la entrada de luz al medio para evitar la 
contaminación por algas. En la figura 6 se muestra un ejemplo del montaje de las plantas en cultivos 
hidropónicos.  
Las plántulas pasaban de la vermiculita al medio hidropónico donde permanecían sin aporte 
de O2 por burbujeo una semana. A la semana se instalaba el sistema de aireación para las raíces (Fig. 
M.6). El medio era rellenado cuando era necesario y sustituido totalmente tanto el medio como los 
plásticos cada semana.  
 




Plántulas recién trasplantadas a los cultivos 
hidropónicos. 
Plantas en crecimiento en hidropónicos con el 
sistema de aireación instalado. 
 
Figura M.6. Ejemplo de la estructura y montaje de los cultivos hidropónicos de las remolachas en cámara 
de cultivo.  
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2.5. TRATAMIENTOS SUMINISTRADOS A LAS PLANTAS EN CONDICIONES 
CONTROLADAS DE LABORATORIO 
 
A continuación se explicará detalladamente la metodología que se siguió para aplicar los 
diferentes tratamientos a los que se sometieron las plantas bajo las condiciones de cultivo controlado.  
 
1. Generación de déficit hídrico 
Para producir respuestas al estrés hídrico en las plantas ensayadas se siguieron diversos métodos 
en función de los medios de cultivo empleados: 
 
- Cultivo en tierra vegetal:  
Las plantas que iban a ser procesadas como “tratamiento” se dejaban de regar durante 4 y 8 días 
antes de recolectar los órganos a ensayar. 
 
- Cultivo en perlita regada con medio nutritivo:  
Las plantas que iban a ser procesadas como “tratamiento” se dejaban de regar durante 1,6 u 8 
días antes de recolectar los órganos a ensayar. 
 
2. Generación de estrés térmico 
El estrés térmico se generó utilizando una segunda cámara de cultivo que permitía un control 
más preciso y temporalizado de la temperatura y la humedad. Las plantas sometidas a choque térmico 
recibían diferentes periodos a 40ºC y 55% de humedad, manteniéndose un fotoperiodo de 12 horas. 
Fueron muestreados diferentes órganos y ensayados diferentes parámetros en plantas cultivadas en 
perlita y en tierra. La evolución de los diferentes parámetros en las hojas se siguió cada 5 minutos 
durante los primeros 30 minutos. Tanto las hojas como las raíces fueron ensayadas a los 30 minutos, 
6 horas y 72 horas.  
Cuando el estrés generado era sólo térmico, las plantas fueron mantenidas en condiciones 
óptimas de riego. 
 
3. Generación de estrés hídrico y térmico combinado. 
Para los ensayos de estrés térmico e hídrico combinado se utilizaron plantas crecidas en 
perlita bien regadas. La restricción hídrica ligera se produjo mediante tres días sin riego. 
Posteriormente estas plantas se sometieron a aumentos de temperatura a 40 ºC durante un máximo 
de 6 horas. 
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2.6. DETERMINACIONES DE METABOLITOS, PROTEÍNAS Y CONTENIDO 
HÍDRICO 
 
2.6.1. Determinación de proteínas solubles.  
La concentración de proteínas de los extractos fue determinada mediante el método Bradford 
(1987), a partir de los extractos crudos obtenidos para la determinación de las actividades 
enzimáticas. La muestra proteica se completó hasta un volumen de 500 l de agua destilada y se 
mezcló con 500 l de reactivo Bradford (Bio-Rad). Se incubó 5 min a temperatura ambiente. A 
continuación se midió la absorbancia de la mezcla a 595 nm. Para determinar la concentración de 
proteínas de la muestra se utilizó la curva patrón realizada con concentraciones conocidas de 
albúmina sérica bovina (Merck) (0 a 10 g de proteína). 
 
2.6.2. Determinación de la glucosa 
Para determinar la cantidad de glucosa presente en las muestras se utilizaron los extractos 
crudos preparados para ensayar las actividades enzimáticas relacionadas con la degradación de la 
sacarosa (IN, IA, SS). La glucosa presente en estos extractos se determinó espectrofotométricamente 
usando el test de glucosa de Sigma (Glucosa-HK Assay Reagent, producto nº G-3293). Este ensayo 
se basa en la determinación del incremento de los niveles de NADH como resultado de una reacción 
acoplada donde participan las enzimas Hexoquinasa y Glc6-P deshidrogensa en presencia de NAD. 
En la última oxidación, una cantidad equimolar de NAD es reducida hasta NADH. Se determina el 
incremento de absorbancia producido a 340 nm. Este incremento es directamente proporcional a la 
cantidad de glucosa. La recta de calibrado para la glucosa se realizó con una solución estandar de D-
Glucosa suministrada por SIGMA (Producto nº G-3285) obteniéndose una recta de regresión entre 
las dos variables, densidad óptica y glucosa (mg) con un valor de r2=0.99 (p<0.0001).  
 
2.6.3. Determinación de la concentración de prolina 
Extracción:  
Para las medidas de prolina se utilizó el método Bates et al (1973), que se basa en el cambio 
colorimétrico que sufre el ácido de ninhidrina al reaccionar con la prolina. Para ello se homogeneizó 
1g de muestra de raíz en un mortero con 10 ml de ácido sulfosalicílico acuoso al 3%. El extracto 




El sobrenadante se mezcló con ácido acético glacial y ácido de ninhidrina en proporción 1:1:1. 
Se incubó a 100º C durante una hora y tras la adición de tolueno se midió la absorbancia de la fase 
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acuosa a 517 nm. Este dato se extrapoló a la recta de calibrado realizada previamente a partir de 
concentraciones conocidas de prolina. 
 
2.6.4. Determinación de la cantidad de adenilatos 
Extracción:  
Los adenilatos se extrajeron homogeneizando las muestras en un mortero con arena y HClO4 
0,6 N. Tras 30 minutos a temperatura ambiente el homogenado se neutralizó con K2CO3 2 M y se 
clarificó por centrifugación. Varias alícuotas de cada extracto se conservaron a -35º C hasta el 
momento de su utilización. 
Ensayo: 
La determinación de ATP se realizó mediante un ensayo de bioluminiscencia, en el cual se 
produce una señal luminosa (cuantificable en un luminómetro) que es proporcional a la concentración 
de ATP en las muestras ensayadas (Bukhov et al. 1995). La determinación de ADP se realizó 
empleando el mismo método después de su conversión enzimática en ATP (Schultz et al. 1993). 
 
2.6.5. Contenido hídrico y contenido hídrico relativo 
El contenido hídrico (CH) se determinó en algunos casos en hojas y en otras en raíces. Para 
ello se pesaron 4 discos foliares por planta de 2 cm2 en el caso de las hojas y 1 gramo de raíz picada 
en el caso de las raíces. Posteriormente las muestras se secaron a 70 ºC hasta peso constante 
determinando la diferencia correspondiente al agua. 
En el caso de las hojas se determinó además el contenido hídrico relativo (CHR). Se 
determinó en las mismas hojas utilizadas en el resto de determinaciones. Se utilizaron discos foliares 
de 2 cm2 de superficie, tomándose 4 réplicas por planta. En cada disco se determinó el peso fresco 
(PF). Posteriormente, los discos se sumergieron en agua destilada y se mantuvieron a 10º C durante 
12 horas en oscuridad, se secaron y se determinó el peso a máxima turgencia (PT). Las muestras se 
secaron a 70 ºC hasta peso constante y se determinó el peso seco (PS). El CHR se definió como: 
CHR(%) = [(PF – PS)/(PT-PS)]*100 
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2.7. ENSAYOS ENZIMÁTICOS 
 
2.7.1. Extracción de las enzimas:  
Se homogeneizaron 0,5 g de muestra en un mortero a 4 ºC con arena y los siguientes 
tampones de extracción:  
- Fosfoenolpiruvato carboxilasa: Tris-HCl 100 mM pH 8, EDTA 1mM, MgCl2 10 mM, 
glicerol 5%, PMSF 1mM, leupeptina 10 g/ml, quimostatina 10 g/ml, KF 10 mM, mercaptoetanol 
14 mM (Echevarría et al. 1994). 
- Invertasas y Sacarosa Sintasa: 50 mM Hepes (pH 7,5), 12 mM MgCl2, 1mM EDTA, 10 mM 
DTT, 2 mM benzamidina, 2 mM N-aminocapronato, 10 mM diethylditiocarbamato (Zhu 1997) 
Los extractos obtenidos fueron centrifugados a 15.000 g a 4 ºC y se ensayó el sobrenadante. 
 
2.7.2. Determinación de las actividades enzimáticas: 
1. Actividad Sacarosa Sintasa (SS) 
La determinación de esta actividad se llevó a cabo mediante la utilización de un ensayo 
acoplado a la piruvato quinasa y a la lactato deshidrogenasa. Se registró la oxidación de NADH 
mediante determinación espectrofotométrica a 340 nm. La medida se realizó a pH 7,5 (Morell and 
Copeland 1985). 
 
2. Actividad Invertasa Ácida (IA), Invertasa Neutra (IN) 
El extracto crudo se incubó en condiciones saturantes (Schwimmer et al 1961) de sacarosa 
120 mM a pH 4,5, para detectar la actividad IA, o a pH 7,5, para detectar la actividad IN. Al cabo de 
1 h de incubación la reacción se paró introduciendo los ependorf 2 min a 100º C. La glucosa liberada 
en la reacción se determinó espectrofotométricamente usando el test de glucosa de Sigma (Glucosa-
HK Assay Reagent, producto nº G-3293) según lo descrito en el apartado 2.6.2.  La glucosa producida 
se calculó como la diferencia existente en el extracto crudo tras la incubación (glucosa producida por 
la enzima) y la glucosa existente en el extracto antes de la incubación (cantidad de glucosa de la 
muestra) (Zhu et al. 1997). Una unidad de actividad enzimática (U) equivale a la cantidad de enzima 
que cataliza la formación de 1 µmol de glucosa por minuto.  
 
3. Actividad Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPC) 
Para determinar la actividad PEPC en raíz de remolacha se utilizó el ensayo acoplado a la 
malato deshidrogenasa (MDH) que reduce el oxalacetato producido por la PEPC a L-malato en 
presencia de NADH. La oxidación del NADH es equimolar a la producción de OAA. La tasa de 
oxidación de NADH a 340 nm se registra mediante un espectrofotométro (Modelo Helio  Thermo 
Spectronic, uV visible). El medio de reacción contiene tampón HEPES-KOH 0,1 M a pH 8, pH 7,3 
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o pH 7,1 según el ensayo, PEP 2,5 mM, NaHCO3 1 mM, MgCl2 5 mM, NADH 0,2 mM, 5 U ml-1 de 
MDH (Echevarría et al. 1994). El coeficiente de extinción del NADH a 340 nm es 6,23 moles-1 ml 
cm-1. El ensayo se inicia con la adición del extracto crudo. Durante el seguimiento de la actividad 
enzimática el ensayo era mantenido a 30 ºC. Una unidad de actividad enzimática (U) corresponde a 
la cantidad de enzima que cataliza la carboxilación de 1 µmol de PEP por minuto en las condiciones 
óptimas de ensayo a pH 8 y 30 ºC (Chollet et al. 1996). 
 
4. Determinación del grado de foforilación de la PEPC mediante la relación entre pHs 
La relación entre la actividad determinada a pH óptimo de 8 y a pH subóptimo de 7,3 o 7,1 
se toma como una medida del estado de fosforilación de la enzima que está en relación con su estado 
de activación (Echevarría y Vidal 1997), por lo que se siguió la actividad PEPC de las muestras a pH 
8, pH 7,3 y pH 7,1.  
Eran utilizados los mismos extractos crudos y el mismo medio de reacción con tampón 
HEPES-KOH 0,1 M ajustado a los distintos pHs: 8,0; 7,3; 7,1. El pH de los tampones era comprobado 
y ajustado a temperatura ambiente antes de cada ensayo utilizando un medidor de pH Crison, modelo 
GLP 21 provisto de un electrodo Crison (Crison Instruments S.A. Alella, España).  
Posteriormente era determinada la relación pH8/ pH 7,3 y pH 8/pH 7,1 para cada muestra 
ensayada. 
5. Determinación del grado de fosforilación de la PEPC mediante el grado de activación en 
presencia de glucosa-6-fosfato (G6P). 
El estado de fosforilación de la enzima también puede determinarse midiendo la activación 
con glucosa-6-P (G6P), efector positivo de la enzima (Echevarría et al. 1994). Se siguió la actividad 
de la PEPC a los tres pHs ensayados (8,0; 7,3; 7,1) en presencia o ausencia del efector positivo, G6P. 
Las cubetas eran preparadas como en los ensayos para determinar la actividad a los tres pHs 
añadiendo G6P al medio de reacción a una concentración final 4 mM (condiciones saturantes de 
G6P).  
Posteriormente era determinada la activación producida para cada muestra ensayada en 
presencia de G6P para cada pH ensayado: Actividad pH 8 con G6P/ Actividad a pH 8 sin G6P; 
Actividad pH 7,3 con G6P/ Actividad a pH 7,3 sin G6P; Actividad pH 7,1 con G6P/ Actividad a pH 
7,1 sin G6P. 
 
6. Determinación del grado de fosforilación de la PEPC mediante el test malato. 
El grado de fosforilación de la PEPC puede estimarse mediante la sensibilidad de la enzima 
a su inhibidor alostérico L-malato. El test Malato se basa en la medida de la actividad PEPC en 
condiciones subóptimas de pH 7,3 en presencia de PEP 2,5 mM y diferentes concentraciones de 
malato.  
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En los ensayos de campo, se valoró el % de inhibición de la actividad PEPC en presencia de 
L-malato a distintas concentraciones: 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM.  
En los ensayos en condiciones controladas se calculó la IC50, que es la concentración de L-
malato requerida para inhibir la actividad enzimática al 50%. La IC50 se calculó a partir de una gráfica 
de la velocidad frente a la concentración de L-malato (Nimmo et al. 1984). En estas condiciones de 
ensayo, la enzima fosforilada presenta una IC50 para el L-malato de 2 a 3 veces mayor que la enzima 
desfosforilada (Jiao & Chollet 1991; Bakrim el al. 1992). 
 
7. Medida de la resistencia térmica in vitro de la PEPC 
Fue medida la resistencia térmica de esta enzima in vitro. Para ello las cubetas del 
espectrofotómetro eran incubadas con el medio de reacción a pH 8, 10 min en un baño a la 
temperatura a la que se iba a ensayar (30 ºC, 40 ºC, 50 ºC). Se añadía el extracto crudo y tras agitar 
se incubaban un minuto más para minimizar efectos sobre la actividad al disminuir la temperatura 
del medio. Rápidamente se seguía la actividad enzimática durante el primer minuto. 
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2.8. TÉCNICAS ANALÍTICAS 
 
2.8.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) 
 
Para la realización de esta determinación específica de la cantidad de PEPC, se usaron los 
extractos crudos congelados utilizados para la determinación de la actividad PEPC de los ensayos. 
Las tres repeticiones realizadas de cada condición se mezclaron a partes iguales para obtener el 
extracto para el gel.  
Para la electroforesis en condiciones desnaturalizantes se utilizaron geles discontinuos, 
constituidos por un gel de separación al 8% de acrilamida (p/v) y un gel de compactación al 4% de 
acrilamida (p/v). El gel de separación se preparó con la mezcla de acrilamida/bisacrilamida en 
tampón Tris-HCl 375 mM pH 8,8, SDS al 0,1% (p/v), persulfato amónico al 0,5% (p/v) y TEMED 
0,01% (v/v). El gel de compactación contenía los mismos componentes, excepto que el tampón 
utilizado fue Tris-HCl 125 mM pH 6,8 y el contenido de acrilamida era del 4%. Las muestras fueron 
suplementadas con tampón de disociación compuesto por Tris-HCl 100 mM pH 6,8, glicerol 25% 
(v/v), SDS 1%, -mercaptoetanol 10% (v/v) y azul de bromofenol 0,02% (p/v). Finalmente, las 
muestras se desnaturalizaron incubándolas 2 min a 90º y se resolvieron en el gel de acrilamida en 
una cubeta Mini-Protean® III-2D Cell (Bio-Rad) que contenía tampón de electroforesis Tris 25 mM, 
Glicina 192 mM, pH8,3 y SDS al 0,1% (p/v), a voltaje constante de 120 V durante 2 h. Los pesos 
moleculares de referencia se determinaron utilizando como marcadores proteínas preteñidas de pesos 
moleculares conocidos (gTP-bio RGB Prestained Protein Ladder) o PEPC purificada. 
Los geles en algunos casos fueron teñidos y secados y en otros utilizados para transferir las 
proteínas a membranas de nitrocelulosa y revelarlas con anticuerpos específicos anti PEPC. Los geles 
transferidos eran teñidos y secados para confirmar la adecuada transferencia de las proteínas. 
 
2.8.2. Tinción con azul de Coomasie y secado de geles 
 
Los geles se sumergieron durante 15 minutos, en agitación suave, en una solución fijadora compuesta 
de agua/metanol/ácido acético en relación 5:4:1. Posteriormente se hicieron 3 lavados con agua 
destilada de 10 min de duración cada uno. Finalmente el gel se tiñó con Azul de Coomasie Colloidal 
G-250. La composición de este tinte era Coomasie Blue G-250 al 0,12% (v/v), sulfato de amonio al 
10% (p/v), ácido fosfórico al 10% (v/v) y metanol al 20% (v/v). Por último los geles se secaron al 
vacío durante 2 horas en un equipo de secado de la marca Bio-Rad (modelo 543) conectado a una 
bomba de vacío. 
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2.9. MÉTODOS INMUNOLÓGICOS 
 
2.9.1. Tipos de anticuerpos utilizados en este trabajo 
- Anticuerpos totales (PEPC C4-IgGs) dirigidos sobre la totalidad de la PEPC C4 de hojas de 
sorgo. Producidos en los Servicios Generales de Investigación de la Universidad de Sevilla. 
 
2.9.2. Transferencia de proteínas a membrana de nitrocelulosa y revelado con 
anticuerpos específicos (Western blot). 
Una vez finalizada la electroforesis, el gel de poliacrilamida se sumergió durante 1 h en agitación 
en tampón TGM (Tris 48 mM-Glicina 39 mM pH 9,2, metanol al 20% (v/v) y SDS al 0,037% (p/v). 
La transferencia de los polipéptidos a la membrana de nitrocelulosa (Sigma, poro 0,2 m) se realizó 
utilizando el tampón TGM, en un aparato Semidry Transfer blot (Bio-Rad), con voltaje constante (10 
V) durante 25 min y una corriente límite de 5,5 mA/cm2. Una vez finalizada la transferencia se realizó 
el siguiente tratamiento de la membrana a temperatura ambiente: 
1. Saturación de la membrana. Esta se incubó 1 h con tampón TBS conteniendo leche desnatada 
en polvo al 5% (p/v). Con este tratamiento se saturaron los sitios de unión inespecíficos. 
2. Incubación con anticuerpos primarios. La membrana se incubó durante 3 h en agitación 
continua con los anticuerpos primarios. 
3. Utilizando el sistema de detección SNAP i.d. ® Protein Detection System (Millipore) y 
siguiendo las instrucciones del fabricante, tras lavar la membrana con tampón TBS 
compuesto por Tris-ClH 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM y Nonidet (0,05% v/v), esta se 
incubó con anticuerpos secundarios anti-conejo (Bio-Rad), marcados con peroxidasa durante 
15 min. Tras esto, se procedió a lavar la membrana de nuevo con tampón TBS-Nonidet (0,05 
v/v). La membrana de nitrocelulosa se reveló mediante 4-cloronaftol. 
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2.10. PARÁMETROS AGRONÓMICOS 
 
Estos parámetros fueron medidos y suministrados por AIMCRA en los ensayos de campo. 
En los ensayos en condiciones controladas fueron determinados en el laboratorio de Fisiología 
Vegetal. 
 
2.10.1. Determinación del Brix 
El brix indica la cantidad de materia con capacidad refractométrica que contiene el jugo de la 
remolacha (materia seca con capacidad para disolverse). La mayor proporción de solutos en la 
remolacha la constituye la sacarosa, por esto en algunos casos se suele utilizar como un indicador de 
la riqueza en azúcar. Con una prensa se extrae el jugo de la raíz fresca de remolacha. El jugo se 
coloca en un refractómetro graduado. El refractómetro se basa en la proporcionalidad existente entre 
el índice de refracción de una solución y su concentración (Gordo 2003). La medida obtenida se 
expresa en ºBrix, y equivale a % de materia seca en disolución.  
 
2.10.2. Materia seca 
La materia seca de hojas y raíces se determina a partir de una cantidad conocida de material 
fresco (PF), suficientemente representativa (aprox. 100 g). Se somete a temperatura de 
aproximadamente 55 ºC hasta peso constante (PS). Con estos dos parámetros se calcula el % de 
materia seca. 
 
2.10.3. Polarización o sacarimetría 
La sacarimetría es un método de medida de sacarosa utilizando la propiedad que poseen las 
soluciones de sacarosa de desviar el plano de luz polarizada. La desviación del plano es directamente 
proporcional a la concentración de la solución (Gordo 2003). En el jugo de remolacha, además de la 
sacarosa, existen otras sustancias con capacidad para desviar la luz polarizada (glucosa, fructosa, 
diversos aminoácidos y rafinosa) que hacen que las medidas obtenidas presenten cierto error respecto 
a la cantidad real de sacarosa. Para ajustar más las medidas los sacarímetros son polarímetros que 
están modificados en su escala y están calibrados a partir de sacarosa. El resultado se expresa en % 
de polarización y equivale a g de sacarosa/100 g de peso fresco de raíz. La composición de la raíz 
fue analizada según los métodos y procedimientos establecidos en el Reglamento Oficial de 
Recepción y Análisis (BOE, 13/10/1980; BOE, 09/06/1984). 
 
2.10.4. Elementos melacígenos 
Corresponden al Nitrógeno alfa-amino (N--amino), Azúcares reductores, Sodio y Potasio. 
Estos elementos acompañan al jugo de la remolacha. Su contenido en la raíz depende del clima, 
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suelo, abonado y variedad de remolacha utilizada entre otros factores (Gordo 2003). Son los 
elementos más importantes a efecto de calidad industrial, ya que dificultan la extracción del azúcar 
y son los responsables del nivel de alcalinidad de los jugos. Su determinación se llevó a cabo según 
el Reglamento Oficial de Recepción y Análisis (BOE, 13/10/1980, BOE 09/06/1984), utilizando un 
autoanalizador. 
 
2.10.5. LAI: Índice de Área Foliar 
Área total de la superficie superior de las hojas por área de unidad de terreno que se encuentre 
directamente debajo de la planta. A partir de 1 m lineal (5-6 plantas en la hilera del cultivo) se tomó 
una muestra representativa de limbos (4 hojas/planta). Se pesaron y se les midió el ancho (A) y el 
largo (L). A partir de estas medidas se obtiene la superficie foliar, con la fórmula: 
LAALALLAI  6.02.01.03.13.25.14 22   
Optimizada para la morfología de las hojas de remolacha. 
De la submuestra se estima la muestra a partir del peso de todos los limbos y el LAI del 
cultivo a partir de la superficie arrancada (0,5 m2), por extrapolación.  
 
2.10.6. Producción de biomasa: raíz y hojas 
De las muestras periódicas  se determinó por gravimetría la biomasa de raíz y hojas 
(peciolo+limbos), tanto en peso fresco como en peso seco. El paso de biomasa de la muestra a 
producción por hectárea se realizó utilizando el número de plantas establecida por m2 en campo, 
previamente determinadas para cada repetición.  
 
2.10.7. Producción de sacarosa (Az/Ha) 
El cálculo de la producción de azúcar por hectárea se realiza tomando la producción de raíz 
y aplicando el porcentaje de sacarosa sobre peso fresco que representa la polarización previamente 
determinada. 
 
2.10.8. Superficie foliar específica (SFE) 
Las hojas medidas para el cálculo del área foliar eran pesadas de forma individual y se 
obtenía la superficie foliar específica/ peso fresco (SFE PF). Una vez obtenido el peso seco y 
calculado el % de materia seca, se refería la superficie foliar específica al peso seco (SFE PS). 
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2.11. MEDIDAS DE LA ACTIVIDAD FOTOSINTÉTICA  
 
En algunos ensayos en cámara de cultivo se determinó la tasa fotosintética y la conductancia 
estomática. 
Estos datos se obtuvieron gracias a la colaboración de la Dra. Susana Redondo Gómez del área 
de Ecología del departamento. Se utilizaron equipos portátiles de medición del intercambio de gases 
en sistema abierto (LI -6400, LI-COR Inc., Lincoln, Nebraska, USA). 
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2.12. ANÁLISIS DE LOS DATOS 
 
Para los parámetros analizados se contaba con tres réplicas para cada caso con las que se 
hicieron las medias (excepto la prolina y los contenidos hídricos donde las medias se realizaron antes 
del análisis estadístico), se determinó el error estándar y se realizaron test de comparación de medias 
o varianzas. 
El análisis de los datos se realizó usando el programa informático SPSS Statistics de IBM ® 
Versión 22.  
El análisis de la comparación de tratamientos en el caso de los túneles se realizó mediante el 
análisis Anova de una vía. Para el reagrupamiento de los tratamientos se aplicó como test Post-hoc 
el test Tukey-b. Esto se realizó para cada una de las condiciones de ensayo y para cada parámetro de 
los que se disponía de tres repeticiones. 
Para la comparación de las medias en el caso de dos condiciones (microtúneles) se realizaron 
las Pruebas t de Student (t-test) para variables independientes. 
La base de datos se preparó en Excel. Se estableció el nivel de correlación lineal entre todas 
las variables estudiadas, por campaña, por tratamiento y a nivel global. El estudio de las correlaciones 
entre las variables estudiadas se realizó de forma automática mediante un programa (en lenguaje 
Python) creado por el Dr. Juan José Martínez expresamente para este estudio. Para la inclusión en 
los resultados, solo fueron tenidas en cuenta aquellas correlaciones con n>4 y Coeficiente de 
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3.1. LOS EFECTOS DEL TÚNEL Y LOS PARÁMETROS AGRONÓMICOS 
 
En campañas anteriores, en concreto en el 2003, se detectaron disminuciones en la riqueza y en 
la polarización del cultivo obteniéndose valores más bajos que en los últimos 5 años. Durante ese 
año, las temperaturas registradas en el mes de mayo fueron inusualmente altas, de 2 ºC a 3 ºC de 
media, en las Tª máximas (en agronomía se le refiere como un golpe de calor)  y unas temperaturas 
mínimas en la primera semana de mayo que duplicaba las alcanzadas en años anteriores. 
Con el objetivo de dilucidar si este comportamiento de las temperaturas podría estar en la base 
del descenso de riqueza observado, se diseñaron ensayos para inducir estas condiciones en el 
cultivo a lo largo de tres campañas agronómicas en los años 2003-2004 (1ª campaña), 2004-2005 
(2ª campaña), 2005-2006 (3ª campaña). Existe muy poco conocimiento sobre el efecto de la 
temperatura sobre el cultivo de la remolacha azucarera de siembra otoñal. Esto determinó que en la 
1ª campaña se comenzara con la puesta a punto de experimentos para aislar de forma específica los 
efectos de altas temperaturas  sobre la producción y la calidad. Las condiciones fueron ajustadas en 
la 2ª y la 3ª campañas. El diseño experimental se concretó en la instalación de dos túneles en la 
primera campaña, y de un solo túnel en la segunda y la tercera en la que se propició un gradiente de 
temperatura. En este primer capítulo se muestra el efecto del túnel en los parámetros climáticos y 
agronómicos del cultivo en las tres campañas individualmente. Posteriormente se compararán de 
forma global las tres campañas estudiadas. 
 
3.1.1. Campaña agrícola 2003-2004 (1ª campaña) 
 
En este capítulo se presentan los datos climáticos y agronómicos de este primer ensayo de 
golpe de calor realizados durante la campaña de 2004. Para lograr un aumento de la Tª se colocaron 
dos túneles de plástico abiertos por ambos extremos sobre una parcela de 8 x 21 m cada uno, 
sostenidos por una estructura metálica. Uno de ellos (T3, ventilado) tenía aberturas laterales 
adicionales en los plásticos (Fig. 1.1). Los túneles se colocaron el día 14 de abril y se mantuvieron 
hasta la fecha de recolección, 26 de julio. Las plantas fueron regadas por goteo hasta el 8 de julio, 
fecha del último riego anterior al muestreo 7. El ensayo térmico presentaba estas condiciones (Fig. 
1.1). 
- Control: parcela de cultivo sin  túnel (T1) 
- Sin ventilación: parcela de cultivo con túnel completo ventilado por los extremos pero sin 
ventanas laterales (T2) 
- Ventilado: túnel con ventanas laterales para crear situación intermedia (T3) 
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Los registros de Tª y humedad relativa fueron tomados por registradores en continuo (modelo 
HOBO U12-13; marca Onset) cada 30 minutos. 
 
 
Figura 1.1. Diseño del ensayo térmico. Se muestra la colocación de las parcelas de ensayo y el código de colores 
utilizado así como las ventanas laterales del túnel ventilado.  
 
3.1.1.1. Los túneles produjeron efectos limitados en la temperatura, la humedad y la luz. 
 
Se realizó un seguimiento de datos ambientales (Tª, humedad y radiación) que pudieran 
verse afectados por la colocación de los túneles, tanto completo como ventilado. Los resultados 
muestran que los túneles produjeron variaciones durante el día en los ciclos de temperatura. En la 
figura 1.2 se observa la evolución media de la temperatura por horas en todo el periodo en el que 
estuvieron colocados los túneles (13 de abril-26 de julio). En la figura 1.3 se muestran las 
diferencias medias de temperatura entre el control (T1) y cada uno de los tratamientos (T2-T1; T3-
T1) a lo largo del periodo muestreado. Las tres condiciones presentan los mínimos de temperatura a 
las 7:30 h aproximadamente, siendo la temperatura mínima exterior inferior a la registrada en los 
túneles. A partir de esta hora, comienza un ascenso en los tres tratamientos hasta alcanzar la 
temperatura máxima. En los túneles esto ocurre a alrededor de las 15:30 h mientras que en el 
testigo es alrededor de las 17:00 h (Fig. 1.2). En cuanto a las diferencias de Tª entre el exterior y el 
interior se observan varios puntos de interés.  A primera hora de la mañana, la zona de control se 
calentaba más rápidamente que el interior de los túneles dando una diferencia de Tª de hasta 4 
grados menos en los túneles (Fig. 1.3). Por la tarde los túneles se enfriaban más rápidamente, 
alcanzando una diferencia de temperatura respecto del control de unos 2 ºC (Fig. 1.3). Sin embargo 
Ventanas laterales 
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ºC Tª Media Tª Minima Tª Máxima
T1 27,53 15,32 40,59
T2 28,03 16,91 42,06
T3 28,30 17,01 41,70
% HR Media HR Minima HR Máxima
T1 59,66 26,80 93,64
T2 59,81 27,02 93,80
T3 57,02 27,54 87,37
durante el periodo central del día, los túneles alcanzaron Tª mas altas con una media de entre 2 y 3 
grados más que el control sin cubrir (Fig. 1.3).   
También se registraron cambios en la Tª máxima y en la humedad relativa (Tabla 1.2). El 
túnel sin ventilación (T2) consiguió aumentar 1,5 ºC la temperatura máxima respecto al control y el 
interior del túnel aireado mostró una temperatura máxima intermedia entre el control y el túnel 
completo (Tabla 1.1). La menor humedad relativa fue alcanzada en el túnel ventilado (Tabla1.2; 
T3, HR media). En cuanto a la cantidad de luz, se midió de forma puntual a diferentes horas del día 
y en momentos distintos en el interior y en el exterior del túnel. La cantidad de radiación PAR 










Figura 1.2. La gráfica muestra la evolución de 
la temperatura media a lo largo del día en los 
tres tratamientos. T1, control; T2, túnel 









Figura 1.3. La gráfica muestra las diferencias 












Tabla 1.1. Temperatura media, mínima y máxima en 
las tres condiciones de tratamiento T1 (control), T2 
(Túnel sin ventilación), T3 (Túnel ventilado). Datos 
de los meses de junio y julio. Fuente: Memoria 2006, 
AIMCRA 
Tabla 1.2. Humedad relativa media, mínima y 
máxima en las tres condiciones de tratamiento T1 
(control), T2 (Túnel sin ventilación), T3 (Túnel 
ventilado). Datos de los meses de junio y julio. Fuente: 
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Todos estos resultados muestran que las condiciones ambientales en las parcelas cubiertas 
con túneles variaron, aunque moderadamente, respecto a la parcela control sin cubrir, destacando 
mayor temperatura diurna en el túnel cerrado y menor humedad en el túnel ventilado.  
 
3.1.1.2. Efecto del túnel sobre los parámetros agronómicos 
 
En este capítulo se presentan los datos agronómicos de la parcela control y las cubiertas por 
túneles. Se determinó el efecto que los túneles habían tenido en la producción de raíz, de sacarosa, 
de hojas, la polarización, el índice de área foliar y el brix tanto del peciolo (PBrix) como de raíces, 
todos ellos parámetros de interés agrícola. En cuanto a la producción de raíz (Fig. 1.4 A), sólo 
existe diferencia significativa entre los diferentes tratamientos en el 4º muestreo. Los tres 
tratamientos siguen la misma tendencia, alcanzando los valores máximos en el mes de julio. La 
producción de sacarosa (Fig. 1.4.B) sigue un perfil ascendente en los tres tratamientos, sin 
diferencias significativas entre ellos. En la producción de hojas (Fig. 1.4 C), los tres tratamientos 
evolucionan de forma similar pero el túnel sin ventilación (T2) presenta valores más bajos de 
producción de hojas en 4 de los 7 muestreos, realizados durante el periodo de crecimiento. En los 
dos últimos muestreos, durante el mes de julio, cae la producción foliar y se iguala en los tres 
tratamientos. El índice de área foliar (LAI) (Fig. 1.4 D), indica la superficie de hojas por metro 
cuadrado de suelo. Este parámetro presentó unos máximos en torno a 6. En las condiciones control 
llegó a superar un valor de 9 en el segundo muestreo, punto con una amplia variabilidad. Los 
tratamientos muestran diferencia significativa entre ellos en el 4º muestreo. En el periodo final del 
cultivo, donde suele descender la cobertura foliar, los tres tratamientos se mantuvieron en valores 
entre 4 y 6. 
  La polarización es un método de medida de la concentración de sacarosa en una disolución 
utilizando la propiedad que poseen las soluciones de sacarosa de desviar el plano de luz polarizada. 
En la figura 1.4 E se muestra la evolución de este parámetro. Destaca la bajada que se produce en 
T2 a principios de junio, durante el 4º muestreo, aunque no es significativo debido a la gran 
variabilidad que presenta. Este parámetro se recupera posteriormente alcanzando valores de 19 a 20 
en recolección, ligeramente menores en el túnel ventilado (T3). 
A continuación se presentan parámetros agronómicos que indican el estado hídrico de la 
planta. Los valores de Superficie Foliar Específica (Fig. 1.4 G) indican la superficie foliar por kg 
de peso seco de hoja. La gráfica muestra una importante bajada de este parámetro en el control (T1) 
respecto a los túneles en junio y julio, con diferencia estadísticamente significativa entre los 
tratamientos en el 6ºmuestreo, lo que sugiere menor contenido hídrico de las hojas de las 
remolachas controles respecto de aquella que han estado debajo de los túneles. La tabla que 
muestra los datos acumulados (Fig. 1.4 K) confirma esta diferencia en la SFE entre el control y las 
plantas bajo los túneles. Los parámetros de % de materia seca de raíz (Fig. 1.4 J) y % de materia 
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seca de hojas (Fig. 1.4. H), indican la proporción de materia seca que tienen los diferentes órganos 
analizados, también muestran valores más altos para las plantas control que para las plantas bajo 
los túneles. Estas diferencias son estadísticamente significativas en el muestreo 7º para la MSH y 
en el 1º, 4º y 8º para la MSR. En cuanto a la tendencia general en la 1ª campaña (Fig. 1.4 K, 
PORMSR, PORMSH) se confirma el mayor contenido en materia seca de los órganos de las platas 
control. Estos datos indicarían que las plantas en los túneles están mejor preservadas desde el punto 
de vista hídrico y contienen menor materia seca que el control. En el caso del Brix de la raíz, esta 
diferencia entre las plantas control y las sometidas a tratamiento, se observa también a partir del 4º 
muestreo. Aunque con una menor amplitud, hay diferencia estadística entre T1 y los tratamientos 
bajo el túnel en el 8º muestreo. Los mayores valores del brix del control se evidencian en la tabla 
de valores acumulados (Fig. 1.4 K, BRIX).  El brix es una medida de la materia seca con capacidad 
de disolverse que hay en el jugo de las diferentes partes de la planta. Es en la medida del Brix del 
peciolo (PBrix, Fig. 1.4 I) donde más evidente se hace esta diferencia. A partir del 5º muestreo, el 
control presenta mayores valores para este parámetro que las plantas del interior de los túneles, con 
diferencia significativa en el 7º muestreo y en los valores acumulados (Fig. 1.4 K, PBrix). En la 
raíz, es la sacarosa la molécula que mayor importancia tiene en los valores de este parámetro. Pero 
en el peciolo, podrían estar contribuyendo a este parámetro otras sustancias como osmolitos 
compatibles o azúcares reductores implicados en los movimientos de agua y glúcidos en el interior 
de la planta. En las posteriores campañas y en ensayos de laboratorio se ha constatado la relación 
entre el estado hídrico de la raíz y el brix de la raíz. En esta primera campaña, el efecto de 
protección de los túneles aumentó ligeramente el contenido hídrico de las plantas bajo plástico y es 
el parámetro del brix de peciolo el que mejor detecta esta diferencia en las condiciones del 2004 
que se ve reflejada en una ligera dilución de la matera seca soluble. 
En su conjunto estos resultados indican que la cobertura de los túneles está proporcionando 
protección frente a la pérdida de agua generando un ambiente de mayor humedad, que está en la 
base de los mayores contenidos hídricos de las plantas bajo plástico. Sin embargo, dado que en esta 
campaña no se han detectado grandes diferencias ambientales entre el control y las parcelas con 
túneles, esta mejora en el contenido hídrico de las remolachas bajo túnel ha tenido poca repercusión 
en parámetros como la producción de raíz, contenido de sacarosa y polarización de la raíz. Los 
túneles aumentaron la humedad relativa mínima (Tabla 1.2), creando un microclima que afectó a 
los parámetros relacionados con el contenido hídrico de la planta. Las plantas control mostraron un 
menor contenido hídrico en todos los órganos y las plantas bajo túnel una ligera dilución de la 
materia seca soluble (Brix de peciolo y de raíz, Fig. 1.4 F, I).  
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A) Producción de raíz (t Ha-1) B) Producción de sacarosa (t Ha-1) 
  
C) Producción de hojas (t Ha-1) D) LAI (m2/m2) 
  
E) Polarización (%: g sacarosa 100g-1 ps) F) Brix (ºBrix) 
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Figura 1.4. Evolución de los parámetros agronómicos a lo largo del ensayo. A) Producción de raíz; B) 
Producción de sacarosa; C) Producción de biomasa foliar; D) LAI, Índice de área foliar; E) Polarización (% 
de sacarosa); F) Brix (ºBrix); G) Superficie foliar específica (m2/Kg ps hojas); H) %MS hojas; I) PBrix, ºBrix 
de los peciolos; J) %MS de raíz. K) Análisis de tendencias en parámetros agronómicos reagrupados por 
campañas.  (-♦-) Control; (-■-) T2; (-●-) T3; Las barras de error muestran  EE. ANOVA I. Tukey-b. Letras 
diferentes implican grupos estadísticamente diferentes. (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001.  
Datos agronómicos obtenidos en colaboración de AIMCRA. 
 
Para demostrar este último punto se determinó el contenido de prolina de la raíz. La prolina 
es un osmolito compatible que aumenta en condiciones de estrés o deficiencia hídrica. Dado que el 
brix del jugo del peciolo (PBrix) es el parámetro más afectado, mostrando una diferencia 
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significativa con los tratamientos de los túneles (Fig. 1.4.I), se estableció una correlación entre este 
parámetro y la prolina determinada en la raíz. Los resultados muestran una estrecha relación entre 
el PBrix y el contenido de prolina en la raíz con un coeficiente de correlación del r2=0,846 (Fig. 
1.5). Por su facilidad para determinar este parámetro, incluso en el campo,  estos resultados 
muestran que el PBrix  podría tener gran relevancia como indicador del estrés hídrico de la planta o 
de niveles hídricos limitantes, de forma que a mayores valores de PBrix, mayores riesgos de déficit 











Figura 1.5. Correlación entre la concentración de prolina de la raíz y los ºBrix (PBrix) del jugo de los 
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3.1.2. Campaña agrícola 2004-2005 (2ª campaña) 
 
En este capítulo se presentan los datos climáticos y agronómicos correspondientes a los 
ensayos con túneles para provocar  aumento de temperatura y golpe de calor  durante la campaña 
de 2005. Dado que la distribución de los túneles abiertos en la campaña anterior no había 
producido grandes variaciones en cuanto a los parámetros ambientales, sobre todo Tª, respecto del 
control, en esta compaña el diseño de los túneles fue ligeramente diferente. Para lograr un aumento 
de la Tª, durante esta campaña se colocó sobre una parcela de 8 x 42 m un solo túnel de plástico 
sostenido por una estructura metálica (Fig. 1.6). El túnel se colocó cerrado por uno de sus extremos 
el día 20 de marzo y se abrió el día 14 de abril. El túnel abierto permaneció sobre la parcela hasta la 
fecha de recolección, el 25 de julio (túnel abierto, Fig. 1.7). 
 
Los registros de Tª y humedad, así como los datos agronómicos fueron determinados por 
AIMCRA. Del análisis de estos datos en las distintas condiciones de ensayo se concluyó que el 
túnel instalado provocó el efecto deseado en cuanto al incremento de Tª. Se analizaron 
independientemente la zona de la mitad hasta el fondo cerrado del túnel, a la que se le llamó T3, y 
la zona de la mitad hasta el lado abierto del túnel a la que se le llamó T2. Esta estrategia se siguió 
en espera de obtener un gradiente de Tª entre las dos zonas. T1 representa una parcela colindante 
descubierta que se tomó como control (ver mas detalles en Materiales y Métodos). La figura 1.6 
muestra una fotografía del túnel con el diseño de las diferentes zonas estudiadas. La evolución de la 
temperatura media exterior y la del interior del túnel para las dos zonas T2 y T3 se muestra en la 
figura 1.8. En ella se observa que las temperaturas en el control y tratamientos fueron aumentando 
desde los primeros muestreos hasta recolección. La figura 1.9 representa las variaciones de Tª 
máximas entre el exterior y el interior del túnel y muestra que el cierre del túnel produjo un 
incremento de Tª de entre 8 y 15 ºC (golpe de calor) respecto del exterior. El pico máximo de 
variación (15 ºC de diferencia) se registro el 14 de abril, fecha en que se decidió abrir el fondo del 
túnel. Estas diferencias de Ta (Fig. 1.9), se mantuvieron hasta mediados de junio a pesar de que el 
túnel se abrió a mediados de abril (14/04/06). También se observa que las diferencias de Tª 
respecto del exterior se fueron amortiguando hacia las fechas de recolección probablemente debido 
al fuerte incremento de las temperaturas exteriores (Fig. 1.9, a partir del 17 de junio). 
 
 




Figura 1.6. Diseño del ensayo térmico. Se muestra el túnel colocado en la parcela con las dos zonas 
estudiadas en la que T3 corresponde al fondo cerrado del túnel y T2 a la entrada abierta del túnel, y el 








Figura 1.7. Aspecto de T3 el 16 de mayo, un mes después de eliminar los plásticos del extremo del 
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Figura 1.9. Diferencia entre las temperaturas máximas alcanzadas en el interior del túnel y el exterior. La 
flecha roja marca el momento de la apertura del túnel. (---) Tª máxima en T2-Tª máxima en control; (---) Tª 
máxima en T3-Tª máxima en control.  
 
 
3.1.2.1. Efecto del túnel sobre los parámetros agronómicos 
 
El golpe de calor tuvo una gran repercusión en los parámetros agronómicos. La figura 1.7 
muestra el aspecto del T3 el día 16 de mayo, un mes después de producirse la máxima diferencia de 
Tª respecto del exterior. El análisis de los parámetros agronómicos mostró que la producción por 
Ha fue mucho menor en T3, tanto la producción de raíz (Fig. 1.10 A) como la de sacarosa (Fig. 
1.10 B). En el control (T1) estos parámetros van aumentando en el transcurso del cultivo, y en T3 
dejan de incrementarse tras el golpe de calor. Esto se manifiesta en diferencias significativas entre 
tratamientos del 4º al 7º muestreo para la producción de raíz y en el 4º y 6º muestreo para la 
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producción de sacarosa. Se observa una ligera recuperación al final, pero T3 no llega a los niveles 
de T1, ocupando T2 valores intermedios. El efecto de tratamiento en la producción de raíz y de 
sacarosa se pone de manifiesto en los datos agrupados (Fig. 1.10 K; ProdR, Az/Ha). Esta escasa 
producción de raíz por Ha se debió tanto a una detención en el crecimiento de las raíces, como a 
una mortalidad del 21% en T3 tras el golpe de calor.  
 
La producción de biomasa foliar puede explicar este estancamiento en el crecimiento de la 
parte heterótrofa. Tras el golpe de calor la biomasa de hojas desciende dramáticamente como puede 
verse en la figura 1.10 C. Esta disminución en T3 presenta diferencias significativas con la 
producción foliar del control en los mismos muestreos que la producción de raíz (del 4º al 7º) y en 
los datos acumulados (Fig. 1.10 K, Prod H). Desde el golpe de calor, las plantas van disminuyendo 
paulatinamente su producción y área foliar hasta llegar a los mínimos en el tercer muestreo (un mes 
después del golpe de calor, Fig. 1.10 A, B, C y D). Es admitida la existencia de una correlación 
positiva entre el vigor del follaje y el contenido en azúcar (Villarías 1996, 1999b), por tanto, los 
resultados presentados en este trabajo indican que la pérdida de producción foliar como 
consecuencia del golpe de calor pudo ser una de las principales causas que limitaron la producción 
en t/Ha de raíz y de azúcar produciendo importantes pérdidas en la cosecha. 
La reducción del área foliar con capacidad de transpirar es una respuesta ampliamente 
extendida en las plantas a la situación de restricción hídrica. En la remolacha azucarera de siembra 
otoñal se aprecia este proceso al llegar el verano. La evolución de la producción foliar, cobertura, y 
número de hojas por planta, siguen distribuciones parabólicas, comenzando a descender a mediados 
de mayo, cuando se alcanzan los 2500-3000 grados día (GDÍA) y las temperaturas medias rondan 
25 ºC. A pesar de esto, la producción de raíz y la polarización continúan creciendo hasta mediados 
de julio (Echevarría and Morillo-Velarde 2005). Los grados-día son una variable utilizada en 
agronomía para evaluar el estado fenológico de un cultivo a partir de la temperatura a la que ha 
estado sometido. Son los grados acumulados a lo largo de un periodo determinado sobre una Tª 
umbral (Tª a la que no hay crecimiento). Esto indica que en la remolacha azucarera, la temperatura 
está relacionada con la pérdida de superficie foliar, pero este descenso, en el momento adecuado, 
no frena ni el crecimiento de la raíz ni la acumulación de sacarosa. También puede observarse el 
fenómeno de pérdida de área foliar en los cultivos de secano, en los que las plantas presentan un 
menor LAI, y una menor producción de raíz. El control de la figura 1.10 C y D muestra la 
evolución de estos parámetros en condiciones estándar de desarrollo del cultivo. Este conjunto de 
resultados muestran que cuando la respuesta de la pérdida de hojas frente a las altas Tª del verano 
se produce de forma paulatina en los cultivos controles, la producción de raíz no se afecta de forma 
importante; sin embargo, tiene efectos muy dramáticos para la producción cuando el golpe de calor 
se produce en plena época de crecimiento, y sin previa aclimatación. Además, esta pérdida de 
superficie foliar limitó los procesos de enfriamiento por evapotranspiración, lo que provocó que las 
3.1. Los efectos del túnel y los parámetros agronómicos                                                                    Resultados 
 81 
temperaturas continuaran altas en T3 y T2 respecto de T1 aún después de destapar el túnel. Por otro 
lado, el golpe de calor, tan llamativo a nivel de producción, (t/Ha) no afectó a la riqueza en 
sacarosa de las raíces (polarización: % de sacarosa por 100 gpf, Fig. 1.10 E) ni al brix (% de 
materia soluble en jugo por 100 gpf, Fig. 1.10 F). Las figuras 1.10 E y 1.10 F muestran que tanto el 
control (T1) como la parcela T3 mantienen valores similares a lo largo del ensayo 
independientemente del golpe de calor de T3. Estos resultados indican que las pérdidas en la 
producción de azúcar en t/Ha que se producen como consecuencia del golpe de calor (Fig. 1.10 B) 
son una consecuencia de la perdida de biomasa de raíz, pero las remolachas que sobreviven al 
golpe de calor, aunque más pequeñas, acumulan la misma cantidad de azúcar por gpf que las 
remolachas de las parcelas controles. Para comprender mejor los procesos fisiológicos que podrían 
estar detrás de esta respuesta de la raíz se analizaron varios parámetros fisiológicos: contenido de 
glucosa, actividades hidrolíticas de la sacarosa, actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa, cantidad 















































































































































































































































































































































































































































































































































E) Polarización (%; g sacarosa 100 g ps-1) F) Brix (ºBrix) 
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I) PBrix, ºBrix de los peciolos J) Materia seca de raíz (%) 
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Figura 1.10. Evolución de los parámetros agronómicos a lo largo del ensayo. A) Producción de raíz; B) 
Producción de sacarosa; C) Producción de biomasa foliar; D) LAI, Índice de área foliar; E) Polarización (% 
de sacarosa); F) Brix (ºBrix); G) Superficie foliar específica (m2/Kg ps hojas); H) % Materia seca peciolos; I) 
PBrix, ºBrix de los peciolos; J) %MS de raíz; K) Análisis de tendencias en parámetros agronómicos 
reagrupados por campañas. (-♦-) Control; (-■-) T2; (-●-) T3. Las barras de error muestran  EE. ANOVA I. 
Tukey-b. Letras diferentes implican grupos estadísticamente diferentes. (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) 
sign.<0,001. Diferencias entre tratamientos explicadas en el texto. Datos agronómicos obtenidos en 
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3.1.3. Campaña agrícola 2005-2006 (3ª campaña) 
 
En este capítulo se presentan los datos climáticos y agronómicos de los ensayos del golpe 
de calor realizados durante la campaña de 2006. En esta campaña se reprodujeron las mismas 
condiciones de manejo y ensayo que en la campaña anterior, para reproducir el importante efecto 
del golpe de calor de abril del año anterior. Se instaló por tanto un túnel de plástico el 3 de abril del 
2005 cuyas dimensiones fueron 8 m x 42 m (ancho x largo). Este túnel se cerró inicialmente por 
uno de sus extremos en la dirección de los vientos dominantes. La zona más cercana al extremo 
cerrado, que presentaría mayores temperaturas se denominó T3. La zona bajo el túnel desde la 
mitad hasta el extremo abierto, presentaría condiciones intermedias y se denominó T2. Las 
remolachas que servirían como control, T1, se tomaron de la zona cercana al túnel, fuera de su 
influencia. La figura 1.11 muestra el montaje del túnel con los sensores de temperatura y humedad 





Figura 1.11. Túnel de la campaña 2005-2006 para el ensayo térmico. Las remolachas de la condición T2 fueron 
las cercanas al extremo abierto del túnel y las T3 las cercanas al extremo cerrado, como en la 2ª campaña. 
 
La figura 1.12 muestra la evolución de las temperaturas medias en el interior del túnel en la 
zona T3 y en la parcela control (T1). De nuevo el túnel produjo un aumento importante de la 
temperatura. Este extremo cerrado fue abierto el día 19 de mayo del 2005 tras alcanzar en el 
interior del túnel 47 ºC y diferencias en la temperatura máxima entre 8 ºC y 15 ºC respecto al 
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manteniéndose en torno a los valores del exterior, con una diferencia media entre las temperaturas 




Figura 1.12. Evolución de las temperaturas medias a lo largo del ensayo. T1 (control), T3 (tratamiento más extremo 




Figura 1.13. Diferencia entre las temperaturas máximas alcanzadas en el interior del túnel y el exterior. La flecha 
roja marca el momento de la apertura del túnel. (---) Tª máxima en T3-Tª máxima en control. 
 
3.1.3.1. Efecto del túnel sobre los parámetros agronómicos 
 
El túnel provocó un importante efecto sobre las plantas, como puede verse en la figura 
1.14, donde se muestran las remolachas en la fecha en la que se abrió el extremo del túnel. En la 
figura 1.15 se muestra la comparación entre el aspecto de las plantas control y T3.  
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 Remolachas T1 Remolachas T3 
Figura 1.14. Aspecto de las 
remolachas del interior del túnel tras la 
apertura del túnel el 19 de mayo del 
2006.  
Figura 1.15. Detalle de las remolachas de la zona control (T1) y 
de la zona con mayor efecto del tratamiento (T3) tras la apertura 
del túnel. Puede observarse la diferencia en la morfología foliar y 
el color. 
 
El análisis de los parámetros agronómicos mostró que la producción de raíz por Ha fue 
menor en T3 que en el control a lo largo del ensayo, haciéndose menores las diferencias en 
recolección (Fig. 1.16 A). Estas diferencias son significativas para los ensayos 3º y 4º. La tendencia 
se pone de manifiesto en los datos acumulados (Fig. 1.16 K; Prod R). En recolección, las 
remolachas control alcanzan 150 t/Ha y las de T3 alcanzan 100 t/Ha de media. En el 2005, el 
control alcanza máximos de 90 t/Ha y T3 llega solamente a 40 t/Ha de producción de raíz (Fig.1.10 
A). Esto indica que a las condiciones impuestas por los túneles hay que añadirles las condiciones 
climáticas propias de cada campaña ya que en esta campaña se produjeron diferencias en las 
temperaturas entre el control y los tratamientos similares a los de la campaña anterior, sin embargo, 
los resultados agronómicos de producción de raíz y de sacarosa, aunque menores en el tratamiento 
T3 fueron muy superiores a los de la campaña anterior.  Comparando los valores de producción de 
hojas (Fig. 1.16 C) se puede observar que el golpe de calor no produjo un estrés tan intenso durante 
esta 3ª campaña. Durante el 2006 la producción foliar vuelve a caer tras retirar el túnel (Fig. 1.16 C, 
4º muestreo), aunque no de una forma tan drástica como la que se produjo en la campaña anterior, 
no presentándose diferencias significativas entre tratamientos por muestreo ni con los datos 
acumulados. T3 se mantiene en esta tercera campaña, con máximos de producción foliar de 80 
t/Ha, valores que son incluso más altos que los valores obtenidos para la parcela control (55 t/Ha 
alcanzados por el control, T1) durante la campaña del 2005 (Fig.1.10 C). La evolución del LAI 
muestra una bajada importante de este parámetro en T3 respecto a T1 a lo largo de todos los 
muestreos (Fig. 1.16 D), con T2 en valores intermedios hasta el último muestreo donde se igualan 
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los tres tratamientos. Esta tendencia se pone de manifiesto cuando se acumulan los datos de cada 
tratamiento, presentando el control T1, diferencias significativas con los tratamientos, T2 y T3 
(Fig. 1.16 K; LAI). Esta escasa diferencia en la producción en peso fresco de hojas y un LAI 
marcadamente diferente, puede explicarse desde el contenido en agua de las hojas y desde una 
morfología de la parte fotosintética diferente (Fig. 1.15, Remolachas T3). Efectivamente, al 
comparar las producciones foliares en peso seco (Fig. 1.16 B), T3 muestra valores menores que T1 
desde el 3º muestreo (muestreo anterior a la apertura del túnel) hasta el penúltimo muestreo. En el 
último muestreo se iguala este parámetro para los tres tratamientos alcanzando los valores más 
bajos de la campaña. El peso fresco de hojas es similar en los tres tratamientos, pero la superficie 
fotosintética es menor en T3 (Fig. 1.15) por lo que las hojas de este tratamiento tienen mayor 
contenido en agua. En concreto, mayores peciolos que si cuentan para la producción de hojas. Esta 
disminución del área fotosintéticamente activa, podría explicar la reducción de la producción de 
raíz.  
 
Los valores de la polarización en los tres tratamientos se encuentran en el rango de lo 
observado en la campaña anterior para las mismas fechas (Fig.1.16 E). Este parámetro muestra 
diferencias importantes entre T1 y T3 (5% más bajo que T1) para el 4º (con significación 
estadística) y 5º muestreo (31 de mayo, 12 de junio). En la campaña anterior este parámetro no 
mostró diferencias entre los tratamientos. La subida de polarización es general a partir de unos 
determinados grados día. En esta 3ª campaña se observa un retraso en ese aumento de la 
polarización en los tratamientos T2 y T3, al igual que en el tratamiento más estresado de la 1ª 
campaña, T2. Los golpes de calor podrían retrasar el aumento de la polarización, alterando la 
relación entre polarización y GDÍA. Respecto a esto, la tabla 1.3 muestra la correlación entre  la 
polarización con los GDÍA en las tres campañas estudiadas. En las dos primeras campañas, la 
correlación entre estos dos parámetros es muy alta y muy significativa, sin embargo, en la última 
campaña no existe correlación con |r|>0,5 entre los grados día y la polarización de la raíz, por lo 
que no fue incorporada en el estudio de correlación. 
 
El Brix del peciolo (Fig. 1.16 F) muestra un mayor contenido en solutos en el jugo de los 
peciolos del control que de T3 (diferencias significativas en el muestreo 2º y 4º, también en los 
valores acumulados, Fig. 1.16 K, PBrix), reforzando de nuevo la existencia de mayor contenido en 
agua de las plantas T3. El brix del peciolo mostró en anteriores campañas una buena correlación 
con el nivel de estrés hídrico. Un aumento del brix está relacionado con el aumento de solutos 
osmóticamente activos para contrarrestar bajos potenciales hídricos en el suelo. Por lo tanto las 
plantas de T3 presentaban menor estrés hídrico que las plantas control.  
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A) Producción de raíz (t Ha -1) B) Producción de sacarosa (t Ha -1) 
  
C) Producción de hojas (t Ha -1) D) LAI (m2/m2) 
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G) Superficie foliar específica peso seco (m2 Kg-1ps hojas) H) Materia seca de hojas (%) 
  
I) Brix del peciolo (ºPBrix) J) Materia seca de raíz (%) 
Trat ProdR ProdH PBrix PORMSR PORMSH BRIX RPol Az/Ha SFEMS LAI 
T1 a a a a a a a a a a 
T2 ab a ab a a a a b a b 
T3 b a b a a a a b a b 
sign * 
 
**     *  * 
K) 
Figura 1.16. Evolución de los parámetros agronómicos a lo largo del ensayo. A) Producción de raíz; B) Producción de 
sacarosa; C) Producción de biomasa foliar; D) LAI, Índice de área foliar; E) Polarización (% de sacarosa); F) Brix 
(ºBrix); G) Superficie foliar específica (m2/Kg ps hojas); H) %MS peciolos; I) PBrix, ºBrix de los peciolos; J) %MS de 
raíz; K) Análisis de tendencias en parámetros agronómicos reagrupados por campañas. (-♦-) Control; (-■-) T2; (-●-) T3;  
Las barras de error muestran  EE. ANOVA I. Tukey-b. Letras diferentes implican grupos estadísticamente diferentes. 
(*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001. Diferencias entre tratamientos explicadas en el texto. Datos 
agronómicos obtenidos en colaboración de AIMCRA. 
 
Tabla 1.3. Correlaciones entre polarización y grados día durante las tres campañas estudiadas. CP: coeficiente de 
Pearson, N: número de datos; (***) sign <0,001. GDÍA, grados-día.  
 
Correlación GDÍA-Polarización 
 CP N 
1ª Campaña (2003-2004) 0,859*** 21 
2ª Campaña (2004-2005) 0,789*** 24 
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3.1.4. Comparación de los parámetros agronómicos entre las tres campañas  
 
El diseño experimental en la 1ª campaña demostró ser demasiado conservador y provocó 
una diferencia de tan solo 1,5 ºC respecto al exterior. Aun así, se observó una bajada significativa 
de polarización en el tratamiento T2 (sin ventilación, el que mayor temperatura alcanzó) y un 
aumento del contenido hídrico de las plantas que se estaban desarrollando bajo los túneles. Esta 
campaña agrícola contó además con buenas lluvias y un adecuado perfil hídrico del terreno. Las 
observaciones de esta 1ª campaña llevaron a modificar el diseño para la campaña siguiente, en la 
que se optó por cerrar el túnel para aumentar la diferencia de temperatura.  
 
En la 2ª campaña se consiguió crear el efecto del estrés térmico en el periodo de 
crecimiento y acumulación de sacarosa del cultivo, con unas diferencias de temperatura de 15 ºC 
respecto al exterior. En la mayoría de parámetros agronómicos se evidencia el efecto conseguido y 
permite extraer conclusiones sobre las altas temperaturas en ese determinado momento fenológico. 
Esta campaña del 2005, mostró en general escasos valores de producción. Las lluvias fueron mucho 
más escasas ese año, con lo que el perfil hídrico no era tan favorable como el año anterior. Las 
plantas estaban sufriendo estrés hídrico cuando se les aplicó el choque térmico a pesar de recibir 
agua por goteo. La suma de los dos efectos amplificó las repercusiones del golpe de calor. Esto se 
corrobora con los datos de la 3ª campaña donde se repitió el diseño experimental de la 2ª campaña.  
 
Los parámetros agronómicos evidencian que en esta 3ª campaña, la instalación del túnel 
también tuvo efecto sobre las plantas, pero las diferencias con el control no fueron tan evidentes 
como en la 2ª.  En concreto, no se produjo la defoliación masiva y el control alcanzó altos niveles 
de producción en recolección. El año hidrológico durante ésta 3ª campaña fue similar al de la 1ª 
campaña. Esto refuerza la idea de que la amplitud de la respuesta de las plantas a altas temperaturas 
está relacionada con el perfil hídrico del suelo. 
  
La comparación entre la 2ª y 3ª campaña nos ha permitido demostrar que con una buena 
disponibilidad hídrica en el perfil del suelo, los golpes de calor tienen mucho menos efecto en los 
parámetros agronómicos de la remolacha.  
 
3.1.4.1. Comparación de los datos climáticos del ensayo térmico a lo largo de las tres campañas. 
 
En las gráficas de las páginas 101 hasta 108 (Fig.1.17 hasta Fig.1.23) se muestra la 
evolución de los datos climáticos durante las tres campañas muestreadas. Los datos del control se 
recogieron de las estaciones cercanas de la Junta de Andalucía, los datos de humedad y temperatura 
del interior de los túneles fueron medidos en continuo. Los datos de las variables derivadas como la 
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evapotranspiración (ETo) se han calculado a partir de las mediciones y de los datos de la Red de 
Estaciones Climáticas de Andalucía (ver Material y Método). 
 
La evolución de la temperatura máxima alcanzada (Fig. 1.17) muestra claramente que los 
mayores choques térmicos producidos por la instalación de túneles fueron en la 2ª y la 3ª campaña. 
Además, durante la 1ª campaña, los valores de temperaturas máximas en las condiciones control se 
mantuvieron por debajo de 30 ºC desde la instalación del túnel hasta el final de mayo. Es en junio 
cuando las Tª máximas empiezan a superar los 30 ºC. En las otras dos campañas desde abril en el 
2005 y desde finales de marzo en el 2006, se superan los 30 ºC de máxima. La primera campaña 
muestra las temperaturas más suaves en estos momentos clave para el crecimiento de la raíz 
acumuladora. 
 
La temperatura media (Fig. 1.18) no muestra diferencias importantes entre los 
tratamientos durante la 1ª campaña. En la campaña del 2005 (2ª campaña), se dan también las 
mismas diferencias entre el control y los tratamientos que las encontradas entre Tª máximas, pero 
esas diferencias son mas atenuadas. Donde sí hay una clara diferencia entre los tratamientos en este 
parámetro es en la tercera campaña. 
 
La gráfica de la figura 1.19 muestra la radiación solar recibida por las plantas de cada 
condición. Puede observarse que el túnel disminuye sensiblemente la radiación solar. Mediciones 
previas indican que este efecto es sobre todo al atardecer y al amanecer. Es importante destacar que 
esta disminución se produjo en igual medida en las tres campañas. Siendo así, estos resultados 
permiten señalar que esta disminución en la radiación solar provocada por los túneles no está en la 
base de las diferencias en los parámetros de producción de las tres campañas, sobre todo en la 1ª 
campaña donde los datos agronómicos son muy similares entre el control y los tratamientos.  
 
La humedad relativa mínima (Fig. 1.20) muestra los valores mayores durante la 1ª 
campaña, aunque no hay diferencias entre los tratamientos. Durante la tercera campaña se aprecia 
claramente el efecto del túnel (T3) que preserva los valores de humedad. En la segunda campaña 
no se observó el efecto protector del túnel y los valores más altos de humedad fueron muy bajos en 
los tres tratamientos y a lo largo de toda la cosecha. Estos registros ponen en evidencia el perfil 
hídrico bajo que se produjo en la segunda campaña que afectó tanto al control como a los 
tratamientos. 
 
Se calculó la evapotranspiración potencial para las tres condiciones (Fig. 1.21 A). Se 
observa cómo en las tres campañas, el túnel disminuye la ETo, respecto al control. Este efecto es 
leve en el 2004, evidente en el 2005 y es en el 2006 cuando más diferencias muestran la condición 
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control y el túnel. Esto se evidencia aún más al representar la EToC en cada condición respecto a 
los grados día (Fig. 1.21 B). En la primera campaña el túnel genera diferencias entre el control y las 
dos condiciones bajo plástico representado respecto a los grados día, con diferencias de casi 2 
puntos. En la segunda campaña puede observarse que el tratamiento con túneles sí generó 
diferencia entre el control, T2 y T3, siendo la condición más extrema, T3 (menor circulación de 
aire, mayor temperatura), la que mayores diferencias presenta respecto al control (T1). Durante la 
tercera campaña no hubo registrador de temperatura y humedad (HOBO) en la zona T2, por eso no 
se presentan los datos. Es en esta última campaña, donde mayores son las diferencias entre el 
control y el tratamiento, llegando a 5 puntos de diferencia. Los datos indican una fuerte influencia 
de los túneles en los parámetros de evapotranspiración. 
La gráfica 1.22 muestra la integral térmica (GDÍA) de las plantas. Esta variable climática 
influye decisivamente en el momento fenológico de la planta. Se ha determinado que el desarrollo 
y el crecimiento de la remolacha azucarera es dependiente de la integral térmica, incluso se ha 
utilizado como base para la modelización (Qi et al. 2005). De las tres campañas estudiadas es en el 
2006 donde más diferencia se observa entre las plantas control y las plantas bajo el túnel en cuanto 
a la integral térmica. Además puede observarse que en cada campaña, tanto el último muestreo 
como el momento del golpe de calor, coinciden con distintos valores de grado día y por tanto de 
desarrollo (ver también Tabla 1.4).  
 
Tabla 1.4: Integral térmica en las tres campañas estudiadas en diferentes momentos del cultivo y el la 
condición control y bajo el túnel. GDÍA, Grados día.  
 
 1ª Campaña (GDÍA) 2ª Campaña (GDÍA) 3ª Campaña (GDÍA) 
Colocación del túnel y golpe 
de calor 
1136 976 907 
Recolección control 2685 3157 3168 
Recolección túnel 2685 3273 3406 
Alcanza 2500 GD 
Control 
19/7/2004 28/6/2005 02/7/2006 
Alcanza 2500 GD 
Túnel 
19/7/2004 27/6/2005 19/6/2006 
 
Según los datos recogidos en la tabla 1.4, son las plantas de la tercera campaña las que 
reciben en un momento más temprano el golpe de calor generado por el túnel con 907 GD cuando 
se producen los máximos de temperatura. También son las que acumulan mayor cantidad de grados 
días en el momento de la recolección tanto las plantas control como las que recibieron el 
tratamiento térmico (3168 y 3406 respectivamente). También puede observarse que durante la 1ª y 
la 2ª campaña, las plantas del control y el tratamiento alcanzan los 2500 GDÍA prácticamente en la 
misma fecha. Pero para la tercera campaña hay un desfase de 13 días entre el control y las plantas 
bajo el túnel. En la tercera campaña es cuando más efecto tuvo el túnel sobre la integral térmica y 
previsiblemente sobre el desarrollo de las plantas.  
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En la figura 1.23 se muestra las precipitaciones recibidas por el cultivo  durante las 
campañas. Las plantas del interior del túnel y del exterior recibieron idéntica cantidad de agua, por 
aspersión antes de la colocación del túnel y por goteo una vez colocado. El riego se realizó según 
balance hídrico. Se han marcado las fechas de siembra de cada campaña con siembra 1 (1ª 
campaña), siembra 2 (2ª campaña) y siembra 3 (3ª campaña) con flechas verdes. Se observa 
claramente cómo hay bastante diferencia entre la lluvia otoño-invernal que recibieron las plantas en 
crecimiento en cada campaña. Durante la primera campaña (2004) las lluvias fueron abundantes en 
los meses de siembra (octubre-diciembre). Durante el 2005 estos aportes fueron muy escasos y 
durante el 2006 fueron menores en cantidades máximas alcanzadas que en el 2004 pero 
continuados desde principios de octubre hasta abril. Se hace evidente que las remolachas de la 
segunda campaña sufrieron un perfil hídrico del suelo con menos recursos durante los primeros 
meses de crecimiento. 
 
Estos resultados permiten poner el punto de atención en el agua recibida durante la fase 
joven del cultivo, de forma que cultivos con una buena disponibilidad hídrica durante esta fase del 
crecimiento son más productivos (campañas 1 y 3) y resisten mejor los golpes de calor (campaña 3 
en comparación con la campaña 2). Este dato es importante para el agricultor ya que en ausencia de 
lluvias sería de gran interés para la producción y la resistencia de la planta al calor, una 
programación de los riegos en la fase temprana de desarrollo.  
 
3.1.5. Correlaciones encontradas en los ensayos de túneles en cada campaña entre 
los parámetros climáticos y agronómicos. 
 
Se realizó un análisis de correlaciones de Pearson entre las diferentes variables obtenidas. 
Se han seleccionados aquellas correlaciones importantes: n>4, |r|>0,5 y significación<0,05. Se 
compararon los diferentes parámetros agronómicos con los datos climáticos en el ensayo de los 
túneles. Los resultados se muestran en la tabla 1.5. 
En general, durante la primera campaña, la mayoría de los parámetros agronómicos 
muestran correlaciones significativas con alguna de las temperaturas máxima, media o mínima 
además de con la evapotranspiración potencial calculada (EToC). En la segunda (2005) y tercera 
campaña (2006) existen muy pocas correlaciones entre los parámetros agronómicos y las 
temperaturas. En el 2005 ningún parámetro muestra correlación con las Tª máximas alcanzadas.  
 
En cuanto a la producción de materia en general se observa que la mayoría de los 
parámetros relacionados con el crecimiento de la planta muestran durante la campaña del 2004, 
correlaciones significativas con la temperatura máxima, media y mínima y con la 
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evapotranspiración potencial. Durante las dos campañas posteriores, ningún parámetro relacionado 
con la producción muestra correlaciones con la temperatura máxima. 
Solo la evapotranspiración potencial mantiene relación con la mayoría de los parámetros de 
producción, por lo que se podría deducir que bajo las condiciones de los túneles, es la acción 
combinada de los parámetros climáticos (calculada aquí como la demanda evapotranspirativa de la 
atmósfera) la que regula el comportamiento productivo de la raíz. Los parámetros relacionados con 
la producción de hojas sólo muestran correlación con la ETo durante el 2004. De los parámetros 
relacionados con la producción es la producción de materia seca de raíz (ProdMSRaíz) la que 
mayor índice de correlación presenta (r). Cabría esperar una correlación significativa entre la ETo y 
la producción de azúcar (Az/Ha). Esta relación sólo se da durante el 2005 (sign.<0,001), donde la 
producción de azúcar también se relaciona con la Tª mín (sign.<0,01). 
Respecto a los parámetros relacionados con el contenido hídrico, en las campañas 2004 y 
2006 existe una buena relación entre la ETo y gran parte de los parámetros que representan el 
estado hídrico de la planta. En el 2006 hay además una buena relación de estos parámetros con la 
humedad relativa mínima (HR min). En el 2005 no ocurre así. El golpe de calor de esta campaña 
junto con el déficit hídrico del suelo, tuvo un efecto bastante inmediato sobre las hojas: produjo una 
importante defoliación. Las escasas hojas que se iban desarrollando bajo T3 tenían mayor % de 
materia seca que las del control. Las plantas de T3 no alcanzan la producción foliar del control 
hasta el final de la cosecha, cuando las plantas control empiezan a desprenderse también de sus 
hojas. Frente a esta diferencia en las condiciones exteriores y en producción foliar, las raíces de los 
tres tratamientos muestran valores similares de brix (% de sacarosa). Las plantas bajo el túnel 
desarrollan una serie de respuestas de emergencia (defoliación, mantenimiento de la riqueza del 
órgano de reserva para asegurar la reproducción) que se interpretan mejor desde la perspectiva de 
umbrales que desde la correlación lineal. En este sentido es esperable lo observado en la tabla 1.5 
para la 2ª campaña, que no haya correlaciones. 
En cuanto a la nutrición nitrogenada, cabe señalar que el contenido de nitrógeno posee 
dos componentes, por un lado la disponibilidad de este elemento por parte de la planta y por otro, 
un componente relacionado con el desarrollo del cultivo. En condiciones normales, el contenido en 
nitrógeno va disminuyendo a lo largo del ciclo de la planta y esto podría estar relacionado con 
elementos climáticos que varían a lo largo de dicho ciclo, como la Tmed, Tmin, Tmax, HRmin o la 
EToC. Este comportamiento queda reflejado en los valores de la primera campaña (datos no 
mostrados), donde la cantidad de nitrógeno nítrico y total en cada órgano, va disminuyendo al 
hacerse más extremas las condiciones (aumento de temperatura y de ETo). En la 2ª y 3ª campaña 
no fueron medidos estos parámetros.  
 
Respecto a la calidad de la remolacha, de los cuatro parámetros que se muestran (Tabla 1.5, 
4-RAAmino, 4-Polarización, 4-Potasio, 4-Sodio), el N- amino en la raíz, la cantidad de potasio y 
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la cantidad de sodio, disminuyen la capacidad de recuperar la sacarosa del jugo de la raíz. La 
polarización es una medida de la riqueza de en sacarosa. El N- amino mide la cantidad de N de 
aminoácidos presente y suele disminuir su cantidad hasta finales de abril y a partir de los 2500 
grados días comienza a acumularse hasta recolección (Echevarría & Morillo-Velarde 2005).  
En la primera campaña, donde casi no existió efecto túnel, estos parámetros están 
relacionados con las condiciones climáticas (Tabla 1.5, 4-RAAmino, 4-Polarización, 4-Potasio, 4-
Sodio; 2004).  Las condiciones de mayor temperatura y demanda evaporativa, aumentan la 
cantidad de alfa-aminos y la polarización (Tabla 1.5, 4-RAAmino, 4-Polarización; 2004, ETo). El 
sodio y el potasio disminuyen (Tabla 1.5, 4-Potasio, 4-Sodio; 2004, ETo). Estas altas correlaciones 
podrían estar más relacionada con el desarrollo normal del ciclo, por su componente de desarrollo, 
que por una acción directa o individual de los diferentes elementos climáticos. En condiciones 
normales, la polarización de la remolacha va aumentando en paralelo a la ETo.  
En las otras dos campañas no se dan estas correlaciones, y si se dan, como en el caso del 
potasio y el sodio en el 2005 o en el 2006 con la EToC (Tabla 1.5 4-RAAmino, 4-Polarización, 4-
Potasio, 4-Sodio; 2005,2006) muestran un r menor que en la primera campaña.  
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Tabla 1.5. Correlaciones entre los parámetros agronómicos y climáticos en el ensayo con túneles a lo largo de las 
tres campañas. Los parámetros se han agrupado en función de los aspectos fisiológicos de la planta con los que estén 
relacionados: producción, contenido hídrico, nutrición, calidad. Todas las correlaciones muestran una significación   
< 0,05. El valor numérico corresponde al coeficiente de correlación de Pearson (r). 
 
 







































1-Az/Ha           0,66   0,55   -0,59       
1-Cobertura -0,69   -0,73 -0,75 -0,62                 
1-Hojas/Planta                         -0,67 
1-LAI     -0,62 -0,57 -0,55                 
1-Prod Hojas -0,53   -0,62 -0,61                 -0,59 
1-ProdMSPlanta 0,88 -0,92 0,85 0,86 0,81 0,68     0,84 -0,66       
1-ProdMSRaiz 0,90 -0,91 0,92 0,91 0,88 0,70   0,54 0,79 -0,73       
1-Prod Planta 0,54   0,55 0,52 0,61 0,56     0,75         
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3-NTLimbo -0,60     -0,58 -0,65                 
3-NTPeciolo                   
 
      







 4-RAAmino 0,50 
 
0,52 0,56 
    
-0,61 0,62 
   4-Polarización 0,77 -0,85 0,73 0,78 0,67 
        4-Potasio -0,82 0,77 -0,83 -0,83 -0,87 -0,56 
 
-0,72 
     4-Sodio -0,80 0,76 -0,78 -0,76 -0,77 -0,59 
  
-0,60 0,70 
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3.1.6. Correlaciones encontradas en los ensayos entre los parámetros climáticos y 
agronómicos: análisis conjunto de las tres campañas.  
 
Se realizó un análisis de correlaciones de Pearson entre las diferentes variables obtenidas. 
Se han seleccionados aquellas correlaciones importantes: n>4, |r|>0,5 y significación<0,05. Se 
indica en las tablas cuando las significaciones son aún mayores que las estándar. 
 
3.1.6.1. La temperatura 
 
Cabe destacar que son las temperaturas mínimas y las medias, las que presentan un mayor 
número de relaciones. Las mínimas se correlacionan de forma directa con parámetros relacionados 
con el contenido en materia seca de la raíz (azúcar por hectárea y producción de masa seca de la 
raíz) y de forma inversa con el potasio de la raíz.  
Las temperaturas medias se relacionan de forma directa con la producción de raíz y la materia seca 
de raíz e inversamente con la producción de hojas.  
 
Tabla 1.6. Correlaciones entre los diversos parámetros agronómicos y los parámetros de temperatura 
analizando los datos de las tres campañas de forma agrupada. Para las correlaciones se han tenido en cuenta 
los datos de los ensayos térmicos, hídrico y microtúneles. CP(r) Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. 
Todas las correlaciones tienen una significación <10-5. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
TªMIN Potasio -0,592 93 
TªMIN Azúcar/Ha 0,531 92 
TªMIN Prod MSR 0,509 82 
TªMEDIA ProdR 0,551 59 
TªMEDIA ProdH -0,543 59 
TªMEDIA Prod MSR 0,506 82 
 
 
3.1.6.2. La ETo: una medida de la demanda hídrica 
 
La evapotranspiración de referencia se correlaciona de forma directa y muy importante con 
el brix de la raíz (Tabla 1.7). Cabe destacar que para ETo  acumulada (EToC a 2, 2+4 y 2+4+6 días 
acumulados) las medidas de ETo aumenta el valor de la correlación, adquiriendo el coeficiente de 
Pearson(r) el mayor valor con la ETo a los 6 días (Tabla 1.7, línea 1). Esto indicaría que los 
cambios en el brix producidos por las variaciones de ETo mostrarían el historial del estado hídrico 
de la planta, al menos a seis días del suceso. 
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El brix del peciolo (PBrix) también presenta correlaciones directas con la ETo (Tabla 1.7, 
líneas 5, 6, 7) pero con coeficientes menores que en el caso del brix de la raíz y en el caso del 
peciolo no presenta el efecto acumulativo que se distingue en el brix de raíz. El brix del peciolo 
muestra su máximo con ETo acumulado de 2 días. El brix del peciolo también mostraría este efecto 
memoria del brix de la raíz pero a más corto plazo, dos días. 
La producción de raíz (ProdR) también presenta importantes correlaciones con la ETo, 
siendo mayor el valor de r en la ETo calculada y disminuyendo con el efecto acumulado. La 
cantidad de raíz producida muestra una mayor correlación con la EToC inmediata y disminuye 
ligeramente con la EToC acumulada indicando un efecto inmediato de las variaciones de ETo sobre 
la producción de raíz. Hay que tener en cuenta que este parámetro se refiere a la producción de 
masa fresca y las variaciones hídricas influyen en la producción de forma importante.  
 
Tabla 1.7. Correlaciones entre los diversos parámetros agronómicos y los parámetros de evapotranspiración 
potencial calculada (EToC) durante las tres campañas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los 
datos de los ensayos térmicos, hídrico y microtúneles. BRIX: Brix de la raíz, PBrix: Brix del peciolo, ProdR: 
Producción de raíz. Se muestran sombreadas las correlaciones más altas para cada parámetro. CP: 
Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una significación <10-7. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
EToC6d BRIX 0,704 105 
EToC4d BRIX 0,697 105 
EToC2d BRIX 0,677 105 
EToC BRIX 0,583 105 
EToC2d PBrix 0,551 97 
EToC4d PBrix 0,533 97 
EToC6d PBrix 0,527 97 
EToC ProdR 0,680 105 
EToC2d ProdR 0,678 105 
EToC4d ProdR 0,659 105 
EToC6d ProdR 0,633 105 
 
3.1.6.3. Integral térmica: Una medida del desarrollo del cultivo 
 
Este parámetro está ampliamente correlacionado con los parámetros agronómicos del 
cultivo. Refleja las unidades de calor, medido en GDÍA, que ha recibido la planta hasta un 
momento determinado. Se han calculado los grados días diarios y acumulados a 2, 4 y 6 días. La 
mayoría de los parámetros se correlacionan con las cuatro medidas. En la tabla se mostrarán 
solamente los grados día que presenten mayor r. 
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En la tabla 1.8 se muestra que la integral térmica se correlaciona de forma directa con los 
parámetros agronómicos de la raíz que están relacionados con la acumulación de materia seca (el 
brix de la raíz: BRIX, la polarización, la cantidad de sacarosa: Azúcar/Ha, el % de materia seca de 
la raíz: %MSR y la producción de materia seca de la raíz: Prod MSR y producción de raíz: ProdR) 
relacionada a su vez con una maduración de los tejidos que disminuyen su contenido hídrico y con 
la acumulación de sacarosa propia de la raíz de la planta. 
También encontramos correlación de la integral térmica con parámetros foliares. En el caso 
de la producción de hojas y la superficie foliar específica (SFEMS), la relación es inversa. Pero 
para los parámetros relacionados con la materia seca de la hoja, es directa: % de materia seca de 
hojas, peciolos y limbos (%MSH, %MSP y %MSL respectivamente, en tabla 1.8) 




Tabla 1.8. Correlaciones entre los diversos parámetros agronómicos y los parámetros de la integral térmica 
(GDIA) durante las tres campañas. MSL: materia seca de limbos; MSH: materia seca de hojas; SFEMS: 
Superficie foliar específica en materia seca; MSP: Materia seca de planta; NNJUP: Nitrógeno nítrico en jugo 
de peciolo.Las referencias 4d, 6d indican los días previos que se han acumulado para obtener ese valor de 
GDIA. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y 
microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una significación 
<10-5. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
GDIA ProdH -0,649 106 
GDIA BRIX 0,690 105 
GDIA Polarización 0,614 93 
GDIA4d Potasio -0,514 93 
GDIA4d Azúcar/Ha 0,584 92 
GDIA %MSR 0,766 83 
GDIA4d Prod MSR 0,573 82 
GDIA %MSP 0,711 81 
GDIA %MSH 0,710 80 
GDIA %MSL 0,673 80 
GDIA SFEMS -0,532 65 
GDIA ProdR 0,665 59 
GDIA6d NNJUP -0,595 52 
 
3.1.6.4. LAI: Una medida del desarrollo foliar 
 
El LAI indica la superficie total de hojas por unidad de superficie de suelo. Es un índice del 
vigor del follaje de las plantas. Un mayor LAI indica mayor cantidad de hojas superpuestas, mayor 
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producción foliar. Por eso se presenta altamente correlacionado con la producción de hojas y de 
materia seca de hojas (Prod MSH). Pero se relaciona inversamente con el porcentaje de materia 
seca de hojas y peciolos (%MSH, %MSP), ya que el aumento del porcentaje de la materia seca está 
asociado con pérdida de agua y en estas condiciones las plantas de remolacha tienden a disminuir la 
superficie fotosintéticamente activa. La correlación es positiva con la superficie foliar específica 
por masa seca (SFEMS, relación entre superficie foliar y materia seca foliar). 
Es muy interesante la correlación negativa de este parámetro con la prolina de raíz y el 
nitrógeno alfa amino (parámetros de los que hablaremos más adelante). En condiciones de déficit 
hídrico la planta de remolacha disminuye su LAI y aumenta el contenido en prolina y otros 
osmolitos compatibles en la raíz. 
 
Tabla 1.9. Correlaciones entre los diversos parámetros agronómicos y el Índice de Área Foliar (LAI) durante 
las tres campañas. MSL: materia seca de limbos; MSH: materia seca de hojas; SFEMS: Superficie foliar 
específica en materia seca.MSP: Materia seca de planta; Ugpf: unidades por gramo de peso fresco; -amino: 
Nitrógeno en forma de  amino en la raíz. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los 
ensayos térmicos, hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones 
tienen una significación <10-7. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
LAI ProdH 0,935 78 
LAI ProdMSH 0,901 78 
LAI %MSL -0,664 78 
LAI %MSH -0,651 78 
LAI SFEMS 0,637 78 
LAI %MSP -0,609 78 
LAI Prod Planta 0,668 77 
LAI Prolina-raíz-Ugpf -0,588  76 
LAI -Amino -0,600 72 
 
Colectivamente estos resultados permiten concluir que un análisis de los datos agrupados 
de las tres campañas permite destacar correlaciones de interés entre los parámetros climáticos y los 
parámetros agronómicos.  
 








                              1ª Campaña (2003-2004)                                              2º Campaña (2004-2005)                                              3ª Campaña  (2005-2006)                                                                                                                       
 
 
Figura 1.17. Evolución de la temperatura máxima a lo largo de las tres campañas muestreadas. Túnel control (verde); Túnel tratamiento intermedio (amarillo); túnel 
tratamiento plástico cerrado (rojo). Los datos se recogieron de Octubre a mediados de Julio. Las líneas verticales marca la finalización de recogida de datos para una campaña 
y el inicio para la siguiente. 
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Figura 1.18. Evolución de la temperatura media a lo largo de las tres campañas muestreadas. Túnel control (verde); Túnel tratamiento intermedio (amarillo); Túnel tratamiento 
plástico cerrado (rojo). Los datos se recogieron de Octubre a mediados de Julio. Las líneas verticales marca la finalización de recogida de datos para una campaña y el inicio 
para la siguiente 
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Figura 1.19. Evolución de la radiación solar a lo largo de las tres campañas muestreadas. Túnel control (verde); Túnel tratamiento intermedio (amarillo); Túnel tratamiento 
plástico cerrado (rojo). Los datos se recogieron de Octubre a mediados de Julio. Las líneas verticales marca la finalización de recogida de datos para una campaña y el inicio 
para la siguiente.  
 











HUMEDAD RELATIVA MÍNIMA 
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Figura 1.20. Evolución de la humedad relativa mínima a lo largo de las tres campañas muestreadas. Túnel control (verde); Túnel tratamiento intermedio (amarillo); Túnel 
tratamiento plástico cerrado (rojo). Los datos se recogieron de Octubre a mediados de Julio. Las líneas verticales marca la finalización de recogida de datos para una campaña 
y el inicio para la siguiente. En la campaña 3 no se pudieron recoger los datos del tune 2. 
 











EVAPOTRANSPIRACIÓN POTENCIAL (EToC) 
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Figura 1.21.A Evolución de la evapotranspiración potencial a lo largo de las tres campañas muestreadas. Túnel control (verde); Túnel tratamiento intermedio (amarillo); 
Túnel tratamiento plástico cerrado (rojo). Los datos se recogieron de Octubre a mediados de Julio. Las líneas verticales marca la finalización de recogida de datos para una 
campaña y el inicio para la siguiente. En la campaña 3 no se pudieron recoger los datos del tune 2. 
 





EVAPOTRANSPIRACIÓN POTENCIAL RESPECTO A LA INTEGRAL TÉRMICA 
1ª Campaña (2003-2004) 2º Campaña (2004-2005) 3ª Campaña  (2005-2006) 
   
Figura 1.21.B. Evolución de la evapotranspiración potencial calculada en cada campaña respecto a los grados día. Túnel control (azul); Túnel tratamiento intermedio (verde); Túnel 




















EVOLUCIÓN DE LA INTEGRAL TÉRMICA (GDía) 
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Figura 1.22. Evolución de los grados días a lo largo de las tres campañas muestreadas. Túnel control (verde); Túnel tratamiento intermedio (amarillo); Túnel tratamiento 
plástico cerrado (rojo). Los datos se recogieron de Octubre a mediados de Julio. Las líneas verticales marca la finalización de recogida de datos para una campaña y el inicio 
para la siguiente. En la campaña 3 no se pudieron recoger los datos del tune 2. 





PERFIL DE PRECIPITACIONES POR LLUVIA 




Figura 1.23. Evolución del aporte hídrico por lluvia a lo largo de las tres campañas muestreadas. Los datos se recogieron de octubre a mediados de julio. Las líneas verticales 
marca la finalización de recogida de datos para una campaña y el inicio para la siguiente. Las flechas verdes indican el momento de la siembra.  
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3.2. EVOLUCIÓN DE LA GLUCOSA, LA CANTIDAD DE PROTEÍNA Y LAS 
ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS RELACIONADAS CON LA DEGRADACIÓN DE 
SACAROSA: SACAROSA SINTASA, INVERTASA NEUTRA E INVERTASA ÁCIDA EN 
EL ENSAYO TÉRMICO CON TÚNELES. ANÁLISIS DE LAS CORRELACIONES DE 
ESTAS ENZIMAS 
 
En este capítulo se presenta la evolución de la glucosa, la cantidad de proteínas y las actividades 
enzimáticas relacionados con el metabolismo de los carbohidratos en la raíz de la remolacha durante 
las tres campañas estudiadas en los ensayos de estrés térmico con túneles. Los resultados se muestran 
agrupados por campañas. También se analizarán las correlaciones de las actividades enzimáticas 
encargadas de la degradación de la sacarosa con el resto de parámetros seguidos a lo largo del estudio: 
climáticos, agronómicos, metabolitos e iones. Al final se presenta un análisis global de las tres 
campañas en conjunto, utilizando los datos de todos los experimentos de campo realizados. Este 
análisis global permitirá detectar tendencias generales del funcionamiento de la planta. También se 
han analizado las correlaciones de todos los experimentos por campaña, para detectar variaciones en 
las correlaciones en función de las condiciones diferenciales de cada año agronómico. 
 
3.2.1. Campaña agrícola 2003-2004 (1ª campaña) 
 
3.2.1.1. Concentración de glucosa en la raíz 
 
Los azúcares reductores (glucosa y fructosa principalmente) se acumulan en circunstancias 
específicas del desarrollo del cultivo, como en etapas juveniles de la planta o en respuesta al estrés 
hídrico, y son la causa principal de pérdida de la calidad en remolachas de siembra otoñal (Echevarría 
& Morillo-Velarde 2005). Tanto en estudios anteriores como en éste se midió la cantidad de azúcares 
reductores (parámetro agronómico determinado por AIMCRA) y también la cantidad de glucosa 
(azúcar reductor representativo, determinado en nuestro laboratorio). Ensayos previos en los que se 
modificaron las condiciones de manejo del cultivo, pusieron en evidencia que es en los meses de 
julio y agosto cuando se producen los principales incrementos de azúcares reductores, tanto totales 
como de glucosa. También se vio que por encima de las condiciones de manejo del cultivo, son las 
condiciones climáticas anuales las que determinan la acumulación de dichos azúcares influyendo de 
forma determinante el riego y la variedad (Jiménez Segovia 2004). Así se vio que las cantidades de 
glucosa en general permanecen bajas (del orden de 0,1 g/100 gpf) durante los meses de febrero a 
junio y que aumentan considerablemente coincidiendo con la finalización de los riegos (valores de 2 
g/100 gpf o superiores). También se observó que en cultivos de secano los valores de glucosa son 
superiores a los de regadío durante los meses en que el regadío recibe agua y que la acumulación de 
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glucosa depende de la variedad. En este sentido fue la variedad Claudia la que acumuló mayores 
cantidades respecto de variedades como Ramona, variedad con niveles muy bajos de azúcares 
reductores en cualquiera de las condiciones climáticas o de manejo del cultivo ensayadas (no 
superiores a 0,5 g/100 gpf). En este estudio hemos abordado la influencia del golpe de calor en la 
acumulación de glucosa. 
En esta 1ª campaña la acumulación de glucosa en la raíz, mostró un comportamiento similar 
en los tres tratamientos (Fig. 2.1). Los niveles de glucosa se mantienen por encima del 0,1% hasta 
mediados de mayo y desciende en el tercer muestreo por debajo del 0,1%. A partir de esta fecha los 
niveles de glucosa se mantienen por debajo de este umbral para las tres condiciones, alcanzando en 
el último muestreo niveles mínimos de 0,05 g/100 gpf.  En el 6º muestreo (14 de junio) el control 
muestra niveles superiores de glucosa respecto a los tratamientos. En general, respecto a valores 
registrados en campañas anteriores estos niveles de glucosa pueden considerarse muy bajos y 
similares a los de la variedad Ramona (Jiménez Segovia 2004), de hecho, la variedad Dax utilizada 




Figura 2.1. Evolución de la cantidad de glucosa a lo largo del ensayo térmico. T1 (-♦-) muestra las 
condiciones control, T2, (-■-) Túnel completo T3 (-▲-) el túnel con ventilación. Las barras de error 
muestran media EE. ANOVA I y Tukey-b, (* ) p < 0,05. 
 
 
3.2.1.2. Cantidad de proteína  
 
La concentración de proteína varió a lo largo del ensayo y en algunos puntos entre los distintos 
tratamientos. En general, muestra un perfil descendente hasta el 5º muestreo en el que aumenta la 
cantidad de proteína. En el 5º y 6º hay diferencias de comportamiento entre T1 y T3 y a partir del 7º 
muestreo los tres tratamientos muestran un comportamiento similar y en ascenso. En cuanto a 
**                                               *     * 
a                                                 a      a 
                                                  ab      
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diferencias entre tratamientos, el control T1 muestra un comportamiento diferente a T2 y T3 
estadísticamente significativo en el muestreo 5º del 7 de junio. El túnel ventilado (T3) muestra 
diferencias significativas con las otras dos condiciones en el siguiente muestreo, muestreo 6º, donde 
se aprecia un aumento de la cantidad de proteína en esta condición. El túnel sin ventilación (T3) 
presenta sus contenidos mínimos precisamente en este 5º y 6º muestreo. En su conjunto estos datos 
muestran que excepto los muestreos señalados no hay diferencias significativas en la cantidad de 
proteínas entre el control y las parcelas cubiertas con los túneles. 
 
 
Figura 2.2. Cantidad de proteína obtenida 
durante la primera campaña. T1 (-♦-) 
muestra las condiciones control, T2, (-■-) 
Túnel completo T3 (-▲-) el túnel con 
ventilación. Las barras de error muestran
 EE. ANOVA I y Tukey-b, (* )p < 0,05. 
Diferencias entre tratamientos explicadas 
enel texto. 
 
3.2.1.3. Evolución de las actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa: Sacarosa 
Sintasa (SS), Invertasa Neutra (IN) e Invertasa Ácida (IA) durante la primera 
campaña (2003-2004). 
 
En los gráficos de la figura 2.3 se muestra la evolución de estas actividades enzimáticas, totales 
y específicas, en los diferentes tratamientos a lo largo del periodo de estudio.  
De las enzimas analizadas en la raíz de remolacha, es la sacarosa sintasa (SS) la que presenta 
mayor actividad en todos los tratamientos para el periodo muestreado, llegando a máximos de 2,4 
U/mg prot (Fig. 2.3B). Le sigue la invertasa neutra (IN) (0,11 U/mg prot; Fig. 2.3D), y la que menor 
actividad presenta es la invertasa ácida (IA) (0,054U/mg prot) (Fig. 2.3F). Esta es la distribución 
general encontrada también en estudios anteriores (Jiménez Segovia 2004) para estas actividades 
enzimáticas. 
 
3.2.1.3.1. Evolución de la actividad Sacarosa Sintasa (SS) 
 
La actividad total de la SS muestra un descenso desde los primeros muestreos en abril hasta 
mediados de junio (6º muestreo) en el que la actividad llega a la mitad de los valores iniciales (de 2 
                                                 *          * 
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U/mg prot a 1 U/mg prot). En este momento se estabilizan, alcanzándose los valores más bajos en 
los dos últimos muestreos (12 y 26 de junio).  
En cuanto a la diferencia entre los tratamientos, se observan diferencias significativas entre el 
control (T1) y el túnel sin ventilación (T2) en los muestreos 4º, 5º y 6º (finales de mayo hasta 
mediados de junio) permaneciendo la actividad en el control por encima de la del túnel sin ventilación. 
En el 3er muestreo (17 de mayo) y en el último (26 de julio) es el túnel ventilado el que presenta 
diferencias significativas respecto a los otros dos, con valores más bajos en mayo y más altos en julio.  
La actividad SS específica (U/mg prot) presenta gran variabilidad en los muestreos 4º, 5º y 6º. 
Hay diferencias significativas entre los tratamientos en el muestreo 3º, 5º y 9º. En el muestreo 3º (4 
de mayo) el túnel sin ventilación presenta mayores valores que los otros dos. En el muestro 5º (7 de 
junio) el control presenta valores mucho más bajos que los otros dos tratamientos, del orden de 2,4 
veces más pequeños. En el muestreo 9º el control vuelve a estar por debajo, con menores diferencias, 
(1, 6 veces menor). Un análisis global de la actividad SS específica pone también de manifiesto que 
los tratamientos control (T1) y sin ventilación (T2) muestran sus máximos de actividad el 14 de junio. 
El tratamiento ventilado (T3) mantiene niveles más bajos, alcanzando su máximo de actividad el 28 
de junio. Los valores dentro del túnel sin ventilación (T2) permanecen más tiempo con niveles más 
altos y presentan menores oscilaciones. La actividad SS específica en el control (T1) presenta 
oscilaciones de mayor amplitud. Los mínimos de todos los tratamientos se manifiestan el 12 de julio. 
En general, el perfil de la actividad SS específica nos muestra un incremento de actividad en 
los muestreos de final de mayo y junio y muestra también valores muy variables  debido 
probablemente a que la cantidad de proteína resultó ser muy variable en estos muestreos (Fig. 2.2). 
  




A) Actividad sacarosa sintasa total B) Actividad sacarosa sintasa específica 
  
C) Actividad invertasa neutra total D) Actividad invertasa neutra específica 
  
E) Actividad invertasa ácida total F) Actividad invertasa ácida específica 
 
Figura 2.3. Evolución a lo largo de los muestreos de las actividades enzimáticas encargadas de la degradación de la sacarosa 
durante la primera campaña (2003-2004). A) Sacarosa sintasa (SS) total; B) SS específica; C) Invertasa neutra (IN) Total; 
D) IN específica; E) IA total; F) IA específica. T1 (-♦-) muestra las condiciones control, T2, (-■-) Túnel completo, T3 (-▲-) 
el túnel con ventilación. Las barras de error muestran media  EE. ANOVA I y Tukey-b, (* )p < 0,05. (**) p<0.01, 
diferencias entre tratamientos explicadas en el texto. 
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3.2.1.3.2. Correlaciones de la actividad SS durante la primera campaña (2003-2004) 
 
En la tabla 2.1 se muestran las correlaciones de la actividad SS. Son muy numerosos los 
parámetros agronómicos y climáticos que presentan correlaciones importantes con la actividad SS 
durante el 2004. En cuanto a los parámetros climáticos y agronómicos, la actividad sacarosa sintasa 
disminuye cuando: 
- Aumenta la temperatura máxima, media o mínima (filas 1-3) 
- Disminuye la humedad relativa (filas 4-6) 
- Aumentan los grados día (desarrollo del cultivo) o la presión ambiental (filas 7-14). 
- Aumenta la producción de raíz y de planta en peso total o materia seca y el brix de la raíz 
(filas 15-24) 
- Disminuye la producción foliar y los contenidos en nitrógeno, el contenido en Na y K. (filas 
25-33) 
 
Para esta campaña, la SS tiene correlaciones positivas con la actividad invertasa neutra y con 
la glucosa acumulada en la raíz (filas 34 y 35). En las condiciones de esta primera campaña, las 
actividades de ambas enzimas podrían estar coordinadas por la misma señal. 
 
Durante esta primera campaña la actividad SS está asociada a los momentos de crecimiento 
del cultivo, cuando es necesario desarrollar los órganos fotosintéticos. La SS disminuye cuando la 
planta entra en el momento de acumulación de la raíz, de más estrés hídrico y de pérdida de hojas. 
 
Tabla 2.1. Correlaciones entre la actividad SS total y específica y los parámetros climáticos y agronómicos 
durante la primera campaña 2003-2004. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos del ensayo 
térmico. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) 
sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign.<10-5. Se han marcado en 
negrita las correlaciones con significaciones más importantes. Las abreviaturas están definidas en el apartado 
Abreviaturas. 
 
 VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
1 T min SS-U/gpf -0,948***** 24 
2 T media SS-U/gpf -0,868***** 24 
3 T max SS-U/gpf -0,823***** 24 
4 HR media SS-U/gpf 0,715**** 24 
5 HR min SS-U/gpf 0,734* 8 
6 HR max SS-U/gpf 0,766* 8 
7 GDIA SS-U/gpf -0,887***** 24 
8 GDIA6d SS-U/gpf -0,886***** 24 
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9 GDIA4d SS-U/gpf -0,852***** 24 
10 GDIA2d SS-U/gpf -0,852***** 24 
11 EToC6d SS-U/gpf -0,881***** 24 
12 EToC4d SS-U/gpf -0,855***** 24 
13 EToC2d SS-U/gpf -0,775***** 24 
14 EToC SS-U/gpf -0,778**** 24 
15 Prod Raíz SS-U/gpf -0,874***** 24 
16 Prod MSRaíz SS-U/gpf -0,865***** 24 
17 Prod MSPlanta SS-U/gpf -0,839***** 23 
18 Polarización SS-U/gpf -0,678*** 24 
19 %MSP SS-U/gpf -0,661*** 23 
20 Prod Planta SS-U/gpf -0,635*** 24 
21 %MSH SS-U/gpf -0,632** 23 
22 SFE PF SS-U/gpf -0,629** 23 
23 %MSL SS-U/gpf -0,604** 23 
24 BRIX SS-U/gpf -0,536** 24 
25 LAI SS-U/gpf 0,550** 23 
26 Cobertura SS-U/gpf 0,556** 24 
27 N Total Limbo SS-U/gpf 0,537* 20 
28 Prod Hojas SS-U/gpf 0,560** 24 
29 NN MS Peciolos SS-U/gpf 0,617** 20 
30 NT Raíz SS-U/gpf 0,629** 21 
31 NNJUP SS-U/gpf 0,832***** 23 
32 Sodio SS-U/gpf 0,712**** 24 
33 Potasio SS-U/gpf 0,844***** 24 
34 IN- U/mgprot SS-U/mgprot 0,708**** 26 
35 Glucosa- U/gpf  
 
SS-U/gpf 0,821**** 27 
 
3.2.1.3.3. Evolución de la actividad Invertasa Neutra (IN) 
 
En cuanto a la actividad IN total, presenta perfiles y valores dentro del rango de los 
obtenidos en otras campañas (0,05-0,1 U/gpf). Los valores más altos para las tres condiciones de 
manejo se alcanzan en el 3º muestreo (17 de mayo) (Fig. 2.3.C). En general el túnel con ventilación 
(T3) presenta valores más bajos a lo largo de los muestreos que el control (T1) y el túnel sin 
ventilación (T2). El túnel sin ventilación (T2) presenta un pico de actividad y de variabilidad en el 
último muestreo (26 de julio). Estadísticamente, no hay diferencias significativas entre los 
tratamientos en cada fecha de muestreo.  
El perfil de la actividad IN específica para las tres condiciones, presenta la variabilidad y los 
valores dentro de lo observado en otras campañas (Fig. 2.3 D), si bien, esta enzima también presenta 
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una zona de mayor actividad en los muestreos de final de mayo y de junio que está en relación con 
una menor cantidad de proteína en esas fechas del muestro (ver caída de la cantidad de proteína en 
dichos muestreos en figura 2.2.) 
El tratamiento ventilado (T3) muestra un perfil similar al de la variedad Ramona 
Riego/Déficit de la campaña 2001-2002 (campaña estudiada en proyectos anteriores). Coinciden los 
máximos y los valores a partir de junio. No se observan en esta campaña 2003-2004 los valores más 
altos de abril-mayo de otras campañas para esta actividad enzimática. Esta condición (T3) presenta 
menor variabilidad y valores menores en general que los observados para T1 y T2. Las condiciones 
control (T1) y túnel sin ventilación (T2), presentan un perfil de máximos y mínimos similar a T3 
pero con valores anormalmente altos respecto a campañas estudiadas, mayores que los obtenidos 
para campañas anteriores. Los valores más altos se manifiestan en el 6º muestreo (14 de junio) para 
T1 y T2. El tratamiento sin ventilación (T2) muestra un pico de actividad y de variabilidad en el 
último muestreo (26 de julio). En el muestreo 3º (17 de mayo) el tratamiento T3 (ventilado) presenta 
valores más bajos que el control y que el túnel sin ventilación con significación estadística. 
Se ha comprobado en estudios llevados a cabo anteriormente en nuestro laboratorio, que hay 
variedades como la variedad Claudia que presenta variabilidad  en la actividad invertasa neutra en 
los valores de verano y por el contrario variedades, como  Ramona que en condiciones de riego, 
presenta mayores actividades en esta enzima que en condiciones de déficit hídrico (Jiménez Segovia 
2004). También ha sido comprobado que la actividad de esta enzima disminuye cuando disminuye 
la polaridad y parece disminuir su actividad con la edad del cultivo no siendo responsable de la 
degradación de sacarosa en los últimos muestreos. Además su actividad no está relacionada con la 
cantidad de nitrógeno suministrado a la planta (Jiménez 2004). 
 
3.2.1.3.4. Correlaciones de la actividad IN durante la primera campaña (2003-2004) 
Durante esta primera campaña la actividad invertasa neutra aumenta con el aumento de la 
actividad sacarosa sintasa específica como se muestra en la tabla 2.2 y no mostró correlaciones de 
interés con otros parámetros climáticos o agronómicos. 
 
Tabla 2.2. Correlaciones entre la actividad IN total y específica y el resto de actividades enzimáticas durante 
las tres campañas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos del ensayo térmico. CP: Coeficiente 
de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign. <0,05; (**) sign. <0,01; 







Variable 1 Variable 2 CP (r) N 
SS-U/mgprot IN –U/mg prot 0,708**** 26 
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3.2.1.3.5. Evolución de la actividad Invertasa Ácida (IA) 
 
La actividad IA presenta los niveles más bajos de todas las enzimas estudiadas, tanto para la 
actividad total como para la específica. Los valores de actividad IA son en general en torno a la mitad 
de la actividad de la invertasa neutra (IN) y 5 veces menores que la actividad SS, en los límites 
superiores. En los límites inferiores la diferencia es aún mayor, pues la actividad IA alcanza con 
frecuencia un  valor igual a 0. 
En campañas anteriores estudiadas (2000/2001, 2001/2002) esta enzima presentó picos de 
actividad en julio y agosto, y los valores más altos de esta actividad se midieron en la variedad 
Claudia, en condiciones de déficit hídrico y de abonado en exceso alcanzando valores de 0,1 U / mg 
prot. (Jiménez 2004). 
En nuestros ensayos, la actividad IA total muestra valores bajos, con algunos valores en 
torno a 0 para las tres condiciones y mostrando además una alta variabilidad (Fig. 2.3.E). Las 
condiciones control y T2 (sin ventilación) presentan su máximo de actividad en el muestreo 7º (28 
de junio). En el muestreo 6º (14 de junio) T3 presenta su máximo de actividad, con diferencia 
estadísticamente significativa de las condiciones control (T1) y sin ventilación (T2). El tratamiento 
T3 (ventilado) presenta además un pico de actividad en el último muestreo (26 de julio). 
La actividad IA específica reproduce el mismo perfil de oscilaciones y picos que la actividad 
total (Fig. 2.3.F). De nuevo las condiciones control y T2 (sin ventilación) presentan su máximo de 
actividad en el muestreo 7º (28 de junio), que además es un pico de variabilidad que también presenta 
T3 en el mismo muestreo. El pico de actividad no se presentó en el 7º muestreo de T3, en este 
tratamiento el máximo valor, aunque bajo, se dio en el muestreo 6º (14 de junio) mostrando diferencia 
estadísticamente significativa con las otras dos condiciones. El tratamiento T3 (ventilado) permanece 
con valores más bajos que las otras dos condiciones excepto en el muestro final del 22 de julio.  
En otras campañas estudiadas anteriormente los perfiles de la actividad IA son similares a 
los obtenidos por nosotros en este estudio, sin embargo cabe destacar: i) que no se encontró una 
actividad excesivamente alta (del orden de 0,1 U/gpf) en ninguno de los tratamientos tal como ocurrió 
para la variedad Claudia en campañas anteriores tanto en condiciones de riego como de déficit hídrico, 
si bien estas altas actividades correspondieron a muestreos de agosto, y las últimas muestras 
recogidas en nuestro estudio fueron el 22 de julio y ii) que solo el tratamiento T3 (túnel ventilado) 
mostró una comportamiento diferente a las otros dos, con ausencia del máximo de actividad en el 
muestreo del 28 de junio y mayor actividad en el último muestro del 22 de julio. 
 
Durante la primera campaña la actividad IA no muestra ninguna correlación con parámetros 
climáticos y agronómicos. Si muestra correlaciones con parámetros relacionados con la activación 
de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) que serán discutidas en el capítulo dedicado a esa enzima. 
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3.2.1.4. Comparación de las tres actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa 
 
En la campaña 2004/2005, los picos de glucosa no coinciden con los de actividad IA, 
reproduciendo el comportamiento observado para la variedad Ramona, empleada en campañas 
anteriores, lo que puede indicar similitudes entre la variedad Ramona y la variedad Dax empleada en 
nuestros ensayos.  
Las remolachas en las condiciones T1 y T2 presentan tanto el perfil (máximo en julio y 
después desciende) como los valores dentro de lo observado para la variedad Ramona en condiciones 
de déficit hídrico en la campaña 2001/2002. Este pico de actividad en julio no se observa en las 
remolachas de la condición T3.  
En las condiciones de T3 se presentan los valores más bajos para todas las actividades 
encargadas de la degradación de sacarosa, SS, IN, IA. Esto podría deberse a que este tratamiento de 
túnel ventilado permite mantener condiciones que favorecen la estabilidad de la sacarosa, no teniendo 
que usar las reservas de sacarosa de la raíz. La evolución de la actividad SS específica muestra un 
perfil constante de alta actividad durante los meses de abril y mayo para los tres tratamientos. 
Después, su actividad disminuye y aumenta la variabilidad. Los perfiles de la actividad IN específica, 
muestran que esta enzima va aumentando su actividad en estos meses de crecimiento y a partir de 
junio, oscila mucho más y vuelve a descender. Estas actividades enzimáticas parecen por tanto 
responder a dos momentos de desarrollo en los que las necesidades energéticas y estructurales varían: 
Un primer momento en los meses más suaves, abril y mayo donde la planta empieza la fase de 
acumulación de sacarosa en la raíz,  y un segundo momento en junio y julio donde se cortan los 
riegos y la planta sufre  mayor estrés. 
También se puede observar que los picos de actividad IN y SS observados para el 14 de junio 
en T1 y T2, se retrasan al 28 de junio en el caso de la actividad IA. Los máximos de actividad de 
enzimas degradativas de la sacarosa se producen el 14 de junio, coincidiendo con máximos de ADP 
(datos mostrados en capítulo 3.3, Fig. 3.1 B). Estos picos en las actividades enzimáticas y en el pool 
de ADP (parámetro discutido en el siguiente capítulo) podrían responder a una posible situación de 
estrés puntual. 
 En su conjunto, estos datos muestran que los tratamientos con los túneles en esta campaña, 
tal como muestran los datos climáticos, no generaron desequilibrios importantes en la temperatura, 
en realidad no se produjo el golpe de calor esperado con la colocación de los plásticos y además fue 
un año con un aparte de agua adecuado, esto se reflejó tanto en los niveles de glucosa como en los 
de las actividades enzimáticas, que muestran en general valores bajos respecto a campañas anteriores 
y pocas diferencias entre el control y el tratamientos. Sin embargo,  esta escasa diferencia de 
temperatura generó diferencias significativas, aunque de escasa amplitud, en algunos muestreos en 
los parámetros metabólicos estudiados y correlaciones de interés como se muestra en el estudio de 
correlaciones, entre las actividades enzimáticas y los datos agronómicos y fisiológicos. 
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3.2.2. Campaña agrícola 2004-2005 (2ª campaña) 
 
3.2.2.1. Concentración de glucosa en la raíz en la 2ª campaña 
 
En esta campaña las características climáticas de ese año y el diseño experimentar de los tres 
túneles (T1 control; T2 abierto y T3 cerrado) permitieron general un verdadero golpe de calor en T3 
en el que se registraron temperaturas de hasta 15 ºC más altas que en el túnel control. El golpe de 
calor en T3 se produjo en fechas anteriores al 14 de abril, y el 14 de abril se decidió abrir el túnel 
para permitir su ventilación y para proceder a la normalización de la temperatura. Lo primero que se  
observó en esta campaña es una acumulación inusual de glucosa en los muestreos de principios de 
mayo, en las tres condiciones de ensayo (Fig. 2.4.), alcanzando valores de 0,5 g/100 gpf, mientras 
que los valores típicos de la época no superan los 0,1- 0,2 g/100 gpf. Estos valores son inusuales para 
la época del año, excepto para cultivos de secano (Jiménez 2004). En este sentido, esta campaña 
agrícola 2005 (siembra otoño 2004) se caracterizó por la ausencia de lluvias y por la presencia de 
heladas. Los efectos negativos sobre el cultivo de la remolacha fueron significativos, encontrándose 
una menor producción (capítulo 3.1, Fig. 1.10). Si bien las temperaturas tuvieron un comportamiento 
regular, paralelo a la media histórica, destacando un menor valor en los meses de noviembre y 
diciembre y un aumento en los meses de mayo y junio, sin embargo, la falta de lluvias, obligó a un 
adelanto de los riegos en los cultivos de regadío y originó importantes pérdidas de producción en el 
cultivo de secano (AIMCRA, 2006). Los altos niveles de glucosa detectados en abril y principios de 
mayo (Fig. 2.4) responde bien al hecho de que fue un año seco por lo que se pone en evidencia que 
una alta temperatura combinada con una restricción hídrica en estos momentos del cultivos hacen 
aumentar de forma drástica el contenido en glucosa y por ende de los azúcares reductores y provocar 
pérdidas de las cosechas. Hay que señalar que si bien se trata de cultivos de regadíos, estos resultados 
ponen de manifiesto que el agua aportada no fue suficiente y que el cultivo sufrió estrés hídrico 
debido a la escasez de lluvias. Por el contrario, los valores de glucosa encontrados en junio son muy 
bajos (0,1 g/100 gpf versus 0,5 a 2 g/100 gpf) y se corresponden con valores obtenidos para 
variedades poco productoras de azúcares reductores como la variedad Ramona. En este sentido, la 
variedad Dax utilizada en este estudio es una variedad parecida a Ramona. Se observan algunas 
diferencias entre los perfiles de glucosa del control y de los tratamientos (parcelas que han sufrido el 
golpe de calor) sobre todo en el muestreo del 16 de mayo. Este dato muestra que el tratamiento que 
recibió el golpe de calor más fuerte (T3) mantuvo durante más tiempo niveles de glucosas 
significativamente más altos que los tratamientos con menor temperatura, confirmando que la 
combinación de alta temperatura con una restricción hídrica y en esas etapas del crecimiento  del 
cultivo es una combinación que desencadena la acumulación de glucosa.  
Colectivamente estos resultado indican que los valores de glucosa detectados en este ensayo 
en los meses de abril y principios de mayo son muy altos (3 a 4 veces más) respecto de los 
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encontrados en años anteriores para otras cosechas estudiadas y para nuestra cosecha anterior del 
2004-2005 (Fig. 2.2). También se observa que el golpe de calor provocado en el túnel T3, acentúa 
una situación de estrés que se da en los tres tratamientos. Tras la pérdida de hojas que se produce en 
el 3er muestro de T3 (Fig. 1.10 C; capítulo 3.1) se hace evidente las diferencias en el contenido de 
glucosa, diferencias que, aunque amortiguadas, se mantienen hasta finales de julio con un máximo 
en el muestreo del 16 de mayo. Estos resultados también muestran que un golpe de calor con 
restricción hídrica en etapas en que la remolacha aún se está desarrollando (marzo, abril), tiene  una 
importante repercusión en la caída de las hojas como pasó en T3 y una importante disminución de 
sacarosa en la raíz. Como consecuencia de esta movilización de reservas y de la degradación de 
sacarosa, se acumula  glucosa.  
 
 
Figura 2.4. Evolución de la concentración de glucosa a lo largo de los muestreos. T1 (-♦-) muestra las 
condiciones control, T2, (-■-) túnel completo; T3 (-▲-) túnel con ventilación. Las barras de error muestran
EE. ANOVA I y Tukey-b, (**) p < 0,01, (***) p<0.001, diferencias entre tratamientos explicadas en el texto. 
La línea indica el momento en que se procedió a abrir el túnel 3, despues de sufrir el golpe de calor.  
 
3.2.2.2. Cantidad de proteína en la raíz 
  
La cantidad de proteína sigue un perfil descendente en los primeros cuatro muestreos (Fig. 2.5), 
hasta el 18 de mayo, fecha en la que sube a niveles de abril en las tres condiciones. Luego desciende 
para ir aumentando en los tres últimos muestreos como se ha observado en anteriores campañas. Los 
niveles máximos de proteína son ligeramente superiores a los de la campaña anterior llegando hasta 
2,5 mg/gpf frente a los 2 mg/gpf alcanzados en el 2004 como máximo.  Hay poca diferencia entre 
los tratamientos, excepto para el muestreo del 3 de mayo, 3er muestreo, donde se observa una 
diferencia estadísticamente significativa entre el control, con valores más altos y los tratamientos 
bajo el túnel, con valores más bajos. También hay diferencia estadísticamente significativa en el 6º 
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Figura 2.5. Cantidad de proteína obtenida durante la segunda campaña. T1 (-♦-) muestra las condiciones 
control, T2, (-■-) Túnel completo T3 (-▲-) el túnel con ventilación. La línea indica el momento en que se 
procedió a abrir el túnel 3, despues de sufrir el golpe de calor. Las barras de error muestran  EE. ANOVA 
I y Tukey-b, (* )p < 0,05, (**) p<0.01, diferencias entre tratamientos explicadas en el texto. 
 
3.2.2.3. Evolución de las actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa: Sacarosa 
Sintasa (SS), Invertasa Neutra (IN) e Invertasa Ácida (IA) durante la segunda  
campaña (2004-2005) 
 
En esta campaña se produjo un golpe de calor significativo acompañado de escasas lluvias y 
subidas anormales de la cantidad de glucosa en abril y principios de mayo (Fig. 2.4), por lo que en 
este apartado analizaremos la evolución de las actividades enzimáticas implicadas en la hidrólisis de 
la sacarosa. De las enzimas analizadas en la raíz de remolacha es la SS la que presenta mayor 
actividad en todos los tratamientos para el periodo muestreado, llegando a máximos de 1,5 U/mg 
prot (Fig. 2.6 B). Le sigue la IN (0,06 U/mg prot; Fig. 2.6 D), y la que menor actividad presenta es 
la IA (0,03U/mg prot) (Fig.2.6 F). Esta es la distribución general encontrada también en estudios 
anteriores (Jiménez 2004) para estas actividades. En los gráficos de la figura 2.6 (pg. 127) se muestra 
la evolución de estas actividades enzimáticas, totales y específicas, en los diferentes tratamientos a 
lo largo del periodo de estudio.  
 
3.2.2.3.1. Evolución de la actividad Sacarosa Sintasa (SS) 
 
Cabe destacar el perfil que presenta la sacarosa sintasa. En la evolución de la actividad 
específica se encuentra que los tratamientos siguen el mismo perfil que el control, con dos picos de 
actividad en el 4 de mayo y en el 18 de junio. Analizando la diferencia de actividad entre T3 y el 
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control (Fig. 2.6. B) se observa que a partir del 3er muestreo, esta actividad es más alta en el T3, 
volviendo a recuperar valores cercanos al control en los dos últimos muestreos. Se observa una 
diferencia significativa entre los valores del control y T3 en el muestreo 5º (31 de mayo).  
La evolución de la actividad total (U/gpf) también sigue un patrón similar en los tres 
tratamientos, con mayor actividad durante los meses de mayo y una caída de la actividad en el periodo 
final del cultivo (Fig. 2.6 A). En concreto, en los tres primeros muestreos la actividad aumenta, tanto 
en el control como en los tratamientos y a partir de aquí se separan, manteniéndose más alta en T3 
durante los muestreos de junio y principios de julio. Este pico de actividad total queda bien reflejado 
como diferencia de la actividad T3-T1 (Fig. 2.7 A y B). Es muy importante destacar que se observan 
diferencias con significado estadístico entre los tratamientos en todos los muestreos excepto en el 
primero. Esto indica que durante esta campaña el túnel sí modificó las condiciones metabólicas de la 
raíz. El perfil de actividad total de T3 (Fig. 2.6 A) muestra valores superiores al control a partir del 
4º muestreo siendo estas diferencias estadísticamente significativas. En ese sentido coincide con la 
evolución de la glucosa que comienza a mostrar valores de acumulación de sacarosa superiores al 
control también a partir del 4º muestreo. Los estudios de correlaciones estadísticas presentados a 
continuación muestran una correlación positiva entre los valores de glucosa (Fig. 2.4) y los valores 
de actividad SS de 0,548 con una significación menor del 0,001. En conclusión los resultados 
expuestos permiten subrayar la participación  de la SS en la producción de glucosa como respuesta 
de las plantas a los golpes de calor combinados con déficit hídrico cuando estos se producen en etapas 
jóvenes (abril) del cultivo. La figura 2.7 representa las diferencias de actividad SS entre T3 y el 
control y pone de manifiesto que los valores de esta enzima se mantuvieron por encima de los del 
control en casi todo el periodo central (mayo a julio) del desarrollo del cultivo.  
 
3.2.2.3.2. Correlaciones de la actividad SS durante la segunda campaña (2004-2005) 
 
En esta segunda campaña existe menor número de correlaciones de la actividad SS con los 
parámetros climáticos y agronómicos. Para el estudio de las correlaciones de la actividad SS y el 
resto de las enzimas, se han incluido también los datos de otros ensayos (ensayo hídrico y de 
microtúneles) que se presentarán en capítulos posteriores.  
En la tabla 2.3 se muestran las correlaciones encontradas. En cuanto a los parámetros 
climáticos y agronómicos, la actividad sacarosa sintasa disminuye cuando: 
- Aumenta la temperatura mínima (filas 1). 
- Aumentan los grados día (desarrollo del cultivo) o la evapotranspiración (ETo; filas 2-6). 
- Aumenta la producción de raíz y de planta en peso total o materia seca y la cantidad de 
sacarosa (filas 7-11). 
- Disminuye la producción de alfa aminos, el contenido en K (filas 12-13). 




En esta segunda campaña no se han encontrado correlaciones significativas con la humedad 
relativa, el brix de la raíz o el contenido en nitrógeno total como en la campaña anterior. Si aparece 
la correlación positiva con el nitrógeno en forma de aminoácidos. 
Durante esta segunda campaña aparece de nuevo una correlación positiva con el contenido 
en glucosa de la raíz como en la primera campaña (fila 14) pero no aparece una correlación 
suficientemente significativa con la actividad IN. 
 
Tabla 2.3. Correlaciones entre la actividad SS total y específica y los parámetros climáticos y agronómicos 
durante la segunda campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las 
significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign <10-5. 
 
 Variable 1 Variable 2 CP (r)  N 
1 T min SS-U/gpf -0,594** 27 
2 GDIA SS-U/gpf -0,701**** 27 
3 GDIA6d SS-U/gpf -0,562** 27 
4 GDIA4d SS-U/gpf -0,500** 27 
5 EToC6d SS-U/gpf -0,521** 27 
6 EToC4d SS-U/gpf -0,514** 27 
7 Prod MSRaíz SS-U/gpf -0,717**** 28 
8 Prod MSPlanta SS-U/gpf -0,711**** 28 
8 Prod Raiz SS-U/gpf -0,671**** 30 
10 Azúcar/Ha SS-U/gpf -0,658*** 25 
11 Prod Planta SS-U/gpf -0,593*** 30 
12 AAmino SS-U/gpf 0,540** 26 
13 Potasio SS-U/gpf 0,656*** 26 
14 SS-U/gpf Glucosa- Ugpf 0,548*** 33 
 
3.2.2.3.3. Evolución de la actividad Invertasa Neutra (IN) 
 
La actividad invertasa neutra evoluciona de forma irregular tanto en el control como en los 
tratamientos. En la actividad IN total se aprecia un perfil similar al del año anterior, descendente 
hasta los muestreos de julio y con un repunte tras la finalización de los riegos. Pero en esta 2ª campaña 
de 2004/2005 se observa que los valores de los primeros muestreos son un 40% más altos que en la 
campaña anterior. La comparación entre tratamientos muestra diferencias estadísticamente 
significativas entre T1, T2 y T3 en los muestreos 2º (18 de abril) y 4º (16 de mayo) observando la 
actividad total. Esta diferencia estadística sólo se mantiene en el muestreo del 18 de abril  para la 
actividad específica. En la gráfica de actividad específica de la IN (Fig. 2.6 D) puede observarse un 
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perfil irregular. La diferencia estadísticamente significativa entre tratamientos observada en el 2º 
muestreo coincide con el muestreo tras la apertura del túnel, situación que pudo generar el aumento 
de la actividad IN observada en T3 y T2. 
 
3.2.2.3.4. Correlaciones de la actividad IN durante la segunda campaña (2004-2005) 
 
Durante la segunda campaña, a nivel de enzimas, la actividad IN sólo se correlaciona con 
parámetros relacionados con la fosforilación de la PEPC que será discutido en el capítulo dedicado 
a esta enzima (capítulo 3.5). 
Las correlaciones en los parámetros agronómicos y climáticos se muestran en la tabla 2.4. 
Puede deducirse que la actividad invertasa neutra aumenta cuando: 
- El cultivo está en etapas tempranas (filas 1-3, correlación con la integral térmica). 
- Hay menor déficit hídrico en la planta (filas 4, 5, 6). 
- Hay menor cantidad de sacarosa por Ha y menor polarización (filas 7 y 8). 
- Hay más potasio en la raíz (fila 9). 
 
Durante esta segunda campaña, la actividad invertasa neutra parece estar asociada a los 
momentos de crecimiento y menor estrés del cultivo. 
 
Tabla 2.4. Correlaciones entre la actividad IN total y los parámetros climáticos y agronómicos durante la 
segunda campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y 
microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) 
sign. <0,05; (**) sign. <0,01; (***) sign. <0,001; (****) sign. <0,0001. 
 
 Variable 1 Variable 2 CP (r) N 
1 GDIA IN- U/gpf -0,680**** 27 
2 GDIA6d IN- U/gpf -0,547** 27 
3 GDIA4d IN- U/gpf -0,540** 27 
4 BRIX IN- U/gpf -0,523** 31 
5 %MS Raíz IN- U/gpf -0,513** 29 
6 %MS Planta IN- U/gpf -0,511** 29 
7 Polarización IN- U/gpf -0,631*** 26 
8 Azúcar/Ha IN- U/gpf -0,580** 25 
9 Potasio IN- U/gpf 0,535** 26 
 
3.2.2.3.5. Evolución de la actividad Invertasa Ácida (IA) 
 
La actividad invertasa ácida presenta, como en la campaña anterior, la menor actividad de 
todas las ensayadas y la mayor variabilidad. Estadísticamente no hay diferencia significativa entre 
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los tres tratamientos ni en actividad total ni específica, debido a la gran dispersión de los datos. En 
esta campaña de 2005 esta enzima alcanza valores más altos que los observados en campañas 
anteriores independientemente del tratamiento seguido. Los niveles de actividad mostrados en Julio 
son bajos (alrededor de 0,03 U/mg prot),  y son valores similares a los mostrados por otras variedades 
que acumulan pocos azúcares reductores como la variedad Ramona, variedad en la que no se 
observan picos de actividad IA coincidentes con el fin de los riegos (Jiménez 2004). En ese sentido, 
trabajos anteriores realizados por nuestro grupo indican que los valores de actividad IA alcanzados 
por variedades como Claudia al finalizar los riegos (mes de julio) alcanzan valores de actividad IA 
de hasta 0,1 U/mg prot. 
Los resultado de la figura 2.6 E y F, relativos a la actividad IA, muestran diferencia entre el 
T3 y el control, en cuanto a la distribución de los picos alcanzados. En T3 se observa un pico de 
actividad en el muestro 3 (4 de mayo), coincidiendo con la caída masiva de las hojas (Fig. 1.10 C y 
D, en capítulo 3.1). Esta enzima, que parece activarse en situaciones de estrés, podría responder en 
primera instancia a las necesidades de movilización de carbohidratos desde la raíz. En la raíz de la 
remolacha azucarera se ha propuesto que las invertasas ácidas son responsables de la hidrólisis de la 
sacarosa para atender a las demandas de la respiración y que la actividad IA vacuolar se incrementa 
en respuesta al estrés o a los rebrotes (Berghall et al. 1997). También se ha descrito que la IA vacuolar 
estaría ligada a la movilización de reserva almacenada en la vacuola (Sampietro et al. 1980). El pico 
observado en T3, en el tercer muestreo estaría indicando la activación para responder en primera 
instancia a las necesidades de movilización de carbohidratos desde la raíz, para compensar la pérdida 
de fotosintatos procedentes de las hojas y para el rebrote de nuevas hojas. Por el contrario el pico de 
actividad en el control se localiza en el muestro del 3 de julio, coincidiendo con la finalización de los 
riegos. 
En esta segunda campaña, la actividad IA no muestra correlaciones con el resto de 
parámetros estudiados que presenten coeficientes de Pearson |r|>0,5 y con significación <0,05.  
 
 
3.2.2.4. Comparación de las tres actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa 
durante la segunda campaña (2004-2005) 
 
Del análisis conjunto de los resultados de las actividades enzimáticas podemos concluir que 
el T3 mostró mayor actividad sacarosa sintasa (incrementos máximos de 0,4 U/mg prot.) durante 
todo el periodo en que se registraron Tª superiores al control, es decir a partir de abril y hasta 
mediados de junio donde las temperaturas del control y T3 empiezan a equipararse (Fig. 2.6)). En 
ese sentido, en el T2 también se aprecia la misma respuesta, sobre todo cuando la actividad se expresa 
como actividad específica (U/mg prot.; Fig. 2.6.B). En los órganos sumideros SS tiene importantes 
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funciones, soporta el crecimiento de las estructuras de almacén proveyendo de sustratos para la 
respiración (Xu et al. 1989) y biosíntesis de la pared celular (Amor et al. 1995). SS podría estar 
incrementando su actividad en la medida en que se recupera la parte autótrofa para desviar cantidades 
crecientes de fotoasimilados hacia el órgano sumidero y utilizar dichos fotosintatos en el crecimiento 
de la raíz, después del estancamiento por el golpe de calor.   
Respecto de las actividades invertasas se aprecia una diferencia entre la distribución de picos 
de actividad IA, mostrando T3 un pico el 4 de mayo, coincidiendo con la prácticamente desaparición 
de la parte aérea de la planta (Fig. 1.10 C, capitulo 3.1), mientras que el control muestra un pico de 
actividad el 3 de julio, coincidiendo con la finalización de los riegos. En la actividad IN las 
repercusiones del golpe de calor son difíciles de analizar aunque cabe destacar que las diferencias 
significativas encontradas entre control y tratamientos son justo tras la apertura del túnel, en el 
muestreo dos, coincidiendo con el principio de las diferencias estadísticamente significativas 
encontradas en la actividad SS total.  
 
  




A) Sacarosa sintasa. Actividad total 
 
B) Sacarosa sintasa. Actividad específica 
 
C) Invertasa Neutra. Actividad total 
 
D) Invertasa Neutra. Actividad específica 
 
E) Invertasa Ácida. Actividad total 
 
F) Invertasa Ácida. Actividad específica 
 
Figura 2.6. Evolución a lo largo de los muestreos de las actividades enzimáticas encargadas de la degradación 
de la sacarosa durante la segunda campaña. A) SS total; B) SS específica; C) IN Total; D) IN específica; E) IA 
total; F) IA específica. T1 (-♦-) muestra las condiciones control; T2 (-■-) túnel completo; T3 (-▲-) túnel con 
ventilación. La línea muestra la fecha de apertura del túnel. Las barras de error muestran EE. ANOVA I y 
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A) T3-T1 Actividad Total SS B) T3-T1 Actividad Específica  SS 
  
Figura 2.7. Evolución de los incrementos en la actividad SS de T3 respecto al control (T3-control) a lo largo de los 
muestreos. A) Diferencias en la actividad total; B) Diferencias en la actividad específica. 
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3.2.3. Campaña agrícola 2005-2006 (3ª campaña) 
 
3.2.3.1. Concentración de glucosa en la raíz 
 
Esta tercera campaña se pareció climáticamente a la primera en que el aporte por agua de lluvia 
fue significativo, sin embargo se registraron en general, temperaturas superiores a la primera 
campaña y similares a la segunda (ver datos climáticos en capítulo 3.1). Los resultados muestran que 
el contenido en glucosa de la raíz presenta valores altos respecto a la primera campaña pero similares 
a los de la segunda. Sin embargo la distribución de los picos de acumulación de glucosa son diferentes 
a los de la campaña anterior. En esta campaña los valores de glucosa empiezan a elevarse a principios 
de junio, mientras que en la campaña anterior los mayores valores de glucosa se registraron en abril, 
y en la primera campaña no se produjeron (Fig. 2.8). En los dos últimos muestreos, la concentración 
de glucosa alcanza valores ligeramente más bajos en esta campaña que en la 2º (0,16% frente a 
0,20%). En cuanto a los valores de glucosa entre los tratamientos, hay que destacar que los tres 
perfiles son sorprendentemente similares excepto en el 6º muestreo, donde la glucosa alcanza su 
máximo valor para T1 y T2 y desciende bruscamente en las raíces de T3, coincidiendo con los 
máximos valores de azúcares reductores en T3 (Fig. 2.8 B). Esta discrepancia entre los valores de 
azúcares reductores (glucosa + fructosa) y los valores de glucosa ponen de manifiesto una posible 
acumulación de fructosa en el pico del 27 de junio. Esta acumulación de fructosa puedes ser una 
consecuencia del crecimiento de la raíz ya que la glucosa y no la fructosa es la que se emplea en 
producir nuevos materiales para la pared celular. Este pico de acumulación de fructosa y disminución 
de glucosa coincide con un aumento de la producción foliar en peso seco (Fig. 2.10) y en LAI ( Fig. 
1.16 D) tras el mínimo medido para T3,  y un fuerte aumento de la producción de raíz y de la 
polarización (Fig. 1.16 A, E). Este conjunto de datos indica que las plantas de la condición T3 se 
habían recuperado tras el choque térmico. La caída de glucosa y el aumento de la polarización y los 
azúcares reductores, indicarían la recuperación del aparato fotosintético (aunque leve) lo que 
permitió el aumento de la capacidad sumidero de la raíz.  
 




A) % Glucosa 
 
B) % Azúcares reductores 
Figura 2.8. Evolución de la concentración de glucosa y de los azúcares reductores a lo largo de los muestreos 
de la 3ª campaña.  T1 (-♦-) muestra las condiciones control; T2 (-■-) túnel completo; T3 (-▲-) túnel con 
ventilación. Las barras de error muestran  EE. ANOVA I y Tukey-b, (* )p < 0,05; (**)p<0,01; (***) 




Figura 2.9. Evolución de la producción foliar en peso seco a lo largo de los muestreos. La flecha muestra 
el incremento que se produce en el 6º muestreo del 27 de junio. T1 (-♦-) muestra las condiciones control; 
T2 (-■-) túnel completo; T3 (-▲-) túnel con ventilación. Las barras de error muestran EE. 
 
 
3.2.3.2. Cantidad de proteína en la raíz 
 
Los valores de cantidad de proteína se mantienen próximos a los detectados en la 2ª campaña 
(Fig. 2.10). Al igual que esta, no se detecta la bajada de la cantidad de proteínas que se detectó en la 
primera campaña en los muestreos 5, 6 y 7 del mes de junio. Tampoco se observó el aumento cercano 
a la recolección que se detectó en la primera campaña. En cuanto a los distintos tratamientos cabe 
destacar que T3 presenta valores superiores al control prácticamente en todos los muestreos. Esta 
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diferencia es estadísticamente significativa en el muestreo 4º, 5º y 7º. T2 mantiene un 
comportamiento idéntico al control en los primeros 4 muestreos y a partir del 5º sigue el 
comportamiento de T3. 
 
Figura 2.10 Cantidad de proteína obtenida durante la tercera campaña. T1 (-●-) muestra las condiciones 
control; T2 (-●-) túnel completo; T3 (-●-) túnel con ventilación. Las barras de error muestran  EE. 
ANOVA I y Tukey-b, (* )p < 0,05; (**)p<0,01; (***) p<0,001. Diferencias entre tratamientos explicadas 
en el texto. 
 
 
3.2.3.3. Evolución de las actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa: Sacarosa 
Sintasa (SS), Invertasa Neutra (IN) e Invertasa Ácida (IA) durante la tercera campaña 
(2005-2006) 
 
3.2.3.3.1. Evolución de la actividad SS 
 
La actividad SS en esta campaña muestra en general valores en torno a los observados en las 
otras dos campañas tanto para la actividad total como para la actividad específica (Fig. 2.11 A, B) . 
Sin embargo en esta 3ª campaña los valores parecen más homogéneos a lo largo de todo el periodo 
de muestreo y no se observan picos de actividad como ocurre en la segunda campaña y en la actividad 
específica de la primera campaña. Es importante destacar que en el análisis de los distintos 
tratamientos los valores del control (T1) permanecen por encima de los valores de T3, mostrando 
diferencias estadísticamente significativas en el 2º (2 de mayo) y 4º (31 de mayo) muestreos en 
actividad total y específica. Esta situación se invierte y en los últimos muestreos: T3 supera los 
valores del control con diferencia significativa para ambas actividades en el último muestreo (24 de 
julio). En la campaña anterior el control presentaba prácticamente en todos los muestreos valores 
significativamente inferiores que T3. 
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3.2.3.3.2. Correlaciones de la actividad SS durante la tercera campaña (2005-2006) 
 
En cuanto a las correlaciones de la SS durante la tercera campaña (Tabla 2.5), cabe destacar 
que durante esta tercera campaña se recupera la correlación con la actividad IN  y no hay relación 
con el contenido en glucosa de la raíz. En general, para el estudio de las correlaciones de la actividad 
SS se han incluido también los datos de otros ensayos (ensayo hídrico y de microtúneles) que se 
presentarán en capítulos posteriores.  
 
Tabla 2.5. Correlaciones positivas entre la actividad SS total y específica y el resto de actividades enzimáticas 
de degradación de sacarosa y parámetros metabólicos, durante la tercera campaña. Para las correlaciones se 
han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: 
nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign. <0,05; (**) sign. <0,01; (***) sign. <0,001.  
 
Variable 1 Variable 2 CP (r) N 
SS-U/gpf InvNeutra- U/mgprot 0,571*** 32 
SS-U/gpf InvNeutra- U/gpf 0,571*** 32 
 
En esta tercera campaña, también se encuentran correlaciones entre la actividad SS y los 
parámetros agronómicos y climáticos que se muestran en la tabla 2.6. Se muestran comportamientos 
similares a los de las campañas anteriores. En este sentido, la actividad sacarosa sintasa disminuye 
con: 
- el aumento de temperatura (mínima y media; filas 1,2),  
- el aumento del desarrollo del cultivo (GD; filas 3-6) y el porcentaje de materia seca de limbos 
(línea 7). 
- La disminución de la cantidad de hojas (cobertura, LAI, producción de hojas, etc; filas 8-13) 
 
Durante esta tercera campaña no aparecen correlaciones significativas con la producción de 
raíz ni la cantidad de nitrógeno medido en la planta. 
 
Tabla 2.6. Correlaciones entre la actividad SS total y específica y los parámetros climáticos y agronómicos 
durante la tercera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las 
significaciones: (*) sign. <0,05; (**) sign. <0,01; (***) sign. <0,001; (****) sign. <0,0001. 
 
 Variable 1 Variable 2 CP (r) N 
1 T min SS-U/gpf -0,512* 24 
2 T media SS-U/gpf -0,505* 24 
3 GDIA4d SS-U/gpf -0,702*** 24 
4 GDIA6d SS-U/gpf -0,678*** 24 
5 GDIA2d SS-U/gpf -0,638*** 24 
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6 GDIA SS-U/gpf -0,560** 24 
7 %MSL SS-U/gpf -0,535** 29 
8 CobEstLAI SS-U/gpf 0,538** 22 
9 Prod MSHoja SS-U/mgprot 0,540** 29 
10 Hojas/Planta SS-U/gpf 0,541** 32 
11 LAI SS-U/gpf 0,582** 22 
12 Prod Hojas SS-U/gpf 0,650**** 32 
13 Prod MSHojas SS-U/gpf 0,708**** 29 
 
 
3.2.3.3.3. Evolución de la actividad invertasa neutra 
 
La actividad IN muestra oscilaciones como en campañas anteriores (Fig. 2.11 C y D). Los tres 
tratamientos presenta  valores mínimos en el 7º muestreo tanto en total como en específica (10 de 
julio) con subidas en el último muestreo (24 de julio). Este patrón de bajada de la actividad en el 
penúltimo muestreo con una subida en el último muestreo se repite en las tres campañas estudiadas. 
La actividad IN alcanza en 2006 valores en un intervalo similar al de la segunda campaña   y mayores 
que en la primera en actividad total y también en actividad específica. Es en el 4º muestreo (31 de 
mayo) para el T3, donde se alcanza el valor máximo de esta actividad, pero también presenta gran 
variabilidad, por lo que no es estadísticamente significativo. Precisamente en este 4º muestreo se dan 
interesantes condiciones para T3 descritas anteriormente (caída de la glucosa, aumento de azúcares 
reductores, leve aumento de la producción de hojas y gran aumento de la polarización y la producción 
de raíz). Este máximo de IN indica que esta enzima estaría participando en este proceso de 
crecimiento, estimulando la condición de sumidero de la raíz.  
 
3.2.3.3.4. Correlaciones de la actividad IN durante la tercera campaña (2005-2006) 
 
En la tabla 2.7 se muestran las correlaciones importantes de la actividad IN y los parámetros 
agronómicos y climáticos. El análisis de estos datos permite interpretar que durante esta tercera 
campaña la actividad invertasa neutra aumenta cuando: 
- El cultivo está en etapas tempranas (correlación inversa con la integral térmica, fila 1-6). 
- Hay menor déficit hídrico en la raíz y en la hoja (correlación inversa con los contenidos en 
materia seca, filas 7-10). 
- Hay mayor cantidad de nitrógeno en la planta (correlación directa con el nitrógeno total y la 
cantidad de proteínas, filas 11-13). 
- Aumenta la actividad sacarosa sintasa (correlación positiva con la actividad total SS, filas 
14,15). 
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Tabla 2.7. Correlaciones entre la actividad IN total y específica y los parámetros climáticos y agronómicos 
durante la tercera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las 
significaciones: (*) sign. <0,05; (**) sign. <0,01; (***) sign. <0,001. 
 
 Variable 1 Variable 2 CP (r) N 
1 GDIA6d IN- U/mgprot -0,583** 24 
2 GDIA6d IN- U/gpf -0,583** 24 
3 GDIA4d IN- U/mgprot -0,568** 24 
4 GDIA4d IN- U/gpf -0,568** 24 
5 GDIA2d IN- U/mgprot -0,509* 24 
6 GDIA2d IN- U/gpf -0,509* 24 
7 PORMSL IN- U/mgprot -0,561** 29 
8 PORMSL IN- U/gpf -0,561** 29 
9 PORMSR IN- U/mgprot -0,501** 29 
10 PORMSR IN- U/gpf -0,501** 29 
11 NTR IN- U/mgprot 0,733* 8 
12 NTR IN- U/gpf 0,733* 8 
13 Proteína- U/gpf IN- U/gpf 0,588*** 32 
14 SS- U/gpf IN- U/mgprot 0,571*** 32 
15 SS- U/gpf IN- U/gpf 0,571*** 32 
 
Durante esta tercera campaña, la actividad invertasa neutra parece estar asociada a los 
momentos de crecimiento vegetativo de las plantas, a situaciones de menor estrés hídrico del cultivo 
y de mayor cantidad de nitrógeno.  
 
Durante la segunda y la tercera campaña la actividad IN se asocia a los parámetros que 
también se correlacionan con la actividad SS. La segunda y la tercera campaña estuvieron marcadas 
por un mayor estrés hídrico sobre las plantas. En estas condiciones más estresantes, la IN podría 
complementar la actividad SS, que muestra ser más sensible a las condiciones climáticas. 
 
3.2.3.3.5. Evolución de la actividad invertasa ácida 
 
La actividad IA también muestra un pico de actividad total y específica además de gran 
variabilidad en el 4º muestreo (Fig. 2.11 E y F). Ambos máximos coinciden con la caída de 
producción foliar. Estos picos podrían estar relacionados con la degradación de reservas para 
compensar la falta de producción de fotosintatos debido a la caída de las hojas.  
En esta tercera campaña, la actividad IA no muestra correlaciones con el resto de parámetros 
estudiados que presenten coeficientes de Pearson |r| > |0,5| y con significación <0,05. 





A) Sacarosa Sintasa. Actividad total B) Sacarosa Sintasa Actividad específica. 
 
 
C) Invertasa Neutra. Actividad Total D) Invertasa Neutra. Actividad Específica 
  
E) Invertasa Ácida. Actividad total F) Invertasa Ácida. Actividad Específica. 
Figura 2.11 . Evolución a lo largo de los muestreos de las actividades enzimáticas encargadas de la degradación 
de la sacarosa en la 3ª campaña. A) SS total; B) SS específica; C) IN Total; D) IN específica; E) IA total; F) 
IA específica. T1 (-♦-) muestra las condiciones control; T2 (-■-) túnel completo; T3 (-▲-) túnel con 
ventilación. Las barras de error muestran EE. ANOVA I y Tukey-b, (*)p < 0,05;(**)p < 0,01; (***)p < 0,001. 
Diferencias entre tratamientos explicadas en el texto. 
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3.2.4. Patrones y evolución de las actividades de degradación de la sacarosa en las tres 
campañas estudiadas 
 
En este apartado se analizan los diferentes aspectos estudiados (patrones de evolución por 
campaña en el experimento de túneles, diferencias estadísticas entre tratamientos, correlaciones por 
campaña) junto con las correlaciones globales por campaña encontradas. Esto permitirá dilucidar 
patrones de funcionamiento y respuesta de estas actividades enzimáticas de la degradación de la 
sacarosa así como condiciones específicas de cada campaña que pudieran estar influyendo en su 
funcionamiento. 
 
En primer lugar, los perfiles de evolución de las enzimas indican que es la SS la enzima con 
valores más estables, es decir con menor dispersión en cada muestreo a lo largo del cultivo lo que 
indica una mayor estabilidad de la enzima. Además el perfil de actividad total suele ser descendente 
a partir del 3 o 4 muestreo. También es de las tres actividades enzimáticas estudiadas en este capítulo, 
la que presenta una mayor respuesta al choque térmico ya que es la que mayores diferencias 
presenta entre tratamientos en las tres campañas. Esto queda reflejado en las gráficas de evolución 
de la actividad enzimática mostradas y  en la tabla 2.8 donde se ha resumido la información del 
número de las diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos (T1, T2, T3) por 
campaña. 
 
La IN tiene en general perfiles muy similares a lo largo de las tres campañas como muestran las 
gráficas de evolución de actividad. Desciende a lo largo de los muestreos y repunta tras el cese de 
los riegos. Para esta enzima, es en la segunda campaña donde aparece un mayor impacto inducido 
por el golpe de calor (es donde existen más diferencias entre tratamientos ). En la tercera campaña 
no hubo diferencia entre los tratamientos para esta actividad. Esto junto con las correlaciones 
encontradas en la 2ª y 3ª campaña, apunta a que esta actividad estaría relacionada con el crecimiento 
de los distintos órganos de la planta, bien por el desarrollo fenológico o de rebrotes tras situaciones 
de estrés. 
 
La actividad IA no presenta diferencia entre los tratamientos en ninguna de las campañas, por su 
gran dispersión de los valores de cada muestreo, lo que parece indicar que tiene un patrón de 
respuesta rápido a demandas  puntuales de movilización de reservas.  
 
La evolución de la glucosa presenta un perfil en la primera campaña con cantidades muy bajas. 
En la segunda campaña la cantidad de glucosa sube mucho en los tres tratamiento pero  T3 se 
diferencia del resto en el momento en que se produce la pérdida foliar continuando más alta hasta 
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que se igualan las coberturas entre los tratamientos. En la tercera campaña se retrasa la subida de la 
glucosa. En la primera y la segunda campaña el túnel produjo efectos en dos muestreos y en la tercera 
sólo en un muestreo pero con una diferencia muy importante. 
 
En el capítulo anterior se mostró la diferencia en la duración y la amplitud de los golpes de calor 
producido por los túneles así como su influencia en los parámetros agronómicos. En cuanto a esto, 
la primera campaña mostró escasa diferencia entre los tratamientos pero la segunda y la tercera si 
mostraron diferencias importantes. Durante la segunda campaña además se sumó un efecto de déficit 
hídrico al golpe de calor producido por los túneles.  
Aunque esto haría esperar que no hubiese diferencias entre tratamientos en la primera campaña, 
como se muestra en la tabla 2.8, este pequeño aumento de temperaturas si produjo variaciones en las 
actividades enzimáticas y los metabolitos estudiados.   
 
Tabla 2.8. Resumen del número de muestreo por campaña que presentan diferencias estadísticamente 
significativas para cada uno de los parámetros estudiados en este capítulo. 
 
 1ª Campaña 2ª Campaña 3ª Campaña 
SS (Total+Espec) 3+3 8+1 3+3 
IN (Total+Espec) 0+1 2+1 0+0 
IA (Total+Espec)  1+1 0 0 
Glucosa 2 2 1 
Proteínas 2 2 3 
 
El análisis de las correlaciones que presentan las actividades de la degradación de la sacarosa 
se realizó utilizando los datos de los tres ensayos de campo (túneles, microtúneles y riego). Pasamos 
a analizar estas correlaciones para completar el análisis. 
 
3.2.4.1. SS: movilizando reservas para el desarrollo fenológico. 
 
En la tabla 2.9 se presentan las correlaciones encontradas de la actividad SS con el resto de 
actividades enzimáticas  analizando conjuntamente los datos de las tres campañas. Se muestra que la 
actividad específica de SS (U/mgprot) presenta correlaciones positivas con la actividad Invertasa 
Neutra (IN) específica.  
Tabla 2.9. Correlaciones entre la actividad SS total y específica y el resto de actividades enzimáticas durante 
las tres campañas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y 
microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una significación  
<10-6. 
 
Variable 1 Variable 2 CP (r) n 
SS-U/mgprot InvNeutra- U/mgprot 0,510 91 
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En la tabla 2.10 se presentan las correlaciones de la actividad SS con el resto de parámetros 
seguidos: agronómicos, climáticos y metabólicos. Sólo se han encontrado correlaciones con la 
actividad total de la SS. Puede observarse que la actividad SS total se correlaciona con una serie de 
parámetros agronómicos. La mayor correlación se da con la temperatura mínima (fila 5). Esta 
correlación es inversa como la correlación que se da con la temperatura media (fila 13). Esto indicaría 
que mayores temperaturas mínimas y medias disminuirían la actividad SS. Esto refuerza lo 
comentado anteriormente, la actividad SS parece ser más sensible a las temperaturas mínimas que a 
las máximas. 
La actividad SS total también presenta correlaciones inversas con la integral térmica (fila 6) 
y con las medidas de integral térmica acumulada (filas 7-9).  Esto reforzaría lo observado en las 
campañas, que la actividad SS disminuye cuando avanza la edad del cultivo y existe una relación 
por tanto, entre la actividad de esta enzima y el estado fenológico de la planta.  La actividad SS 
frente a la ETo presenta correlación negativa en el mismo número de muestras que en la integral 
térmica. Esta correlación se da con las ETo acumuladas (filas 10, 11, 12).  
La actividad SS también presenta correlaciones interesantes de tipo inverso, con los 
parámetros agronómicos de producción de raíz (fila 1), azúcar por hectárea (fila 2) y producción de 
masa seca de raíz (fila 3). Estas correlaciones concuerdan con lo observado para el grado día. Al 
aumentar el tamaño de la raíz acumuladora y la cantidad de azúcar, disminuye la actividad SS. Esto 
podría indicar también que la disminución de esta actividad, permite la acumulación de sacarosa. 
 
Tabla 2.10. Correlaciones entre la actividad SS total y específica y los parámetros climáticos y agronómicos 
durante las tres campañas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una 
significación <10-5. Se marcan en negrita las correlaciones con significación < 10-8. 
 
 Variable 1 Variable 2 CP (r) n 
1 ProdR SS-U/gpf -0,551 86 
2 Potasio SS-U/gpf 0,658 82 
3 Azúcar/Ha SS-U/gpf -0,578 81 
4 Prod MSR SS-U/gpf -0,560 81 
5 Tª min SS-U/gpf -0,681 75 
6 GDIA SS-U/gpf -0,613 75 
7 GDIA4d SS-U/gpf -0,593 75 
8 GDIA6d SS-U/gpf -0,584 75 
9 GDIA2d SS-U/gpf -0,557 75 
10 EToC4d SS-U/gpf -0,548 75 
11 EToC6d SS-U/gpf -0,546 75 
12 EToC2d SS-U/gpf -0,519 75 
13 Tª media SS-U/gpf -0,506 75 
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Los datos de las correlaciones encontradas a nivel global y por campaña, indican que la 
actividad SS tiene un importante papel en el desarrollo del cultivo, podría decirse que su mayor 
actividad se produce durante la etapa de crecimiento vegetativo de la planta. La actividad SS también 
está muy marcada por las condiciones climáticas. Se muestra que su relación con el contenido en 
nitrógeno de la planta o la producción de raíz, dependen de la campaña estudiada. Las condiciones 
diferenciales de cada campaña, determinan diferencias en la regulación de la actividad SS. En 
determinadas condiciones como las del 2004 y el 2005, la actividad SS se encuentra relacionada con 
la actividad IN.  
 
3.2.4.2. Invertasa Neutra 
La actividad IN total se correlaciona de forma directa y muy significativa en todas las 
campañas, con la cantidad de nitrógeno alfa amino en raíz, con la cantidad de potasio y de sodio 
(Tabla 2.11). También se encuentra correlación significativa y positiva a nivel global entre la 
actividad total de SS y de la IN. Estas correlaciones parecen relacionar la actividad degradativa de la 
IN con situaciones de crecimiento de la planta  como consecuencia del estado fenológico o por otras 
situaciones como regeneración foliar. Ha sido descrito que esta enzima presenta sus máximos de 
actividad en febrero, cuando la planta está en pleno crecimiento. A partir de ahí comienza a descender. 
En condiciones de exceso de nitrógeno en el suelo puede presentar picos de actividad en agosto 
(Jiménez Segovia 2004) 
 
Tabla 2.11. Correlaciones entre la actividad IN total y específica y el resto de actividades enzimáticas durante 
las tres campañas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y 
microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una sign.<10-6. 
 
Variable 1 Var2 CP (r) n 
AAmino IN- U/gpf 0,590 82 
Potasio IN- U/gpf 0,558 82 
Sodio IN- U/gpf 0,544 82 
SS- U/mgprot IN-U/mgprot 0,510 91 
 
 
3.2.4.3. Invertasa ácida 
La actividad IA no presenta correlaciones a nivel global con ningún parámetro debido a la 
gran dispersión que suelen mostrar los valores en cada muestro.  
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3.3. ADENILATOS COMO ÍNDICE DE LA ACTIVIDAD METABÓLICA DE LA RAÍZ DE 
LA REMOLACHA 
 
Los niveles de adenilatos en la raíz acumuladora están determinados principalmente por el 
programa de desarrollo de la planta en interacción con amplios cambios ambientales (fotoperiodo, 
tendencias de las temperaturas). Sin embargo, cuando el sistema metabólico de la raíz está activo, 
como sucede en las plantas de siembra otoñal, pueden detectarse variaciones en los niveles de 
adenilatos en respuesta a situaciones puntuales de estrés (Jiménez 2004). La última fase del 
metabolismo respiratorio de los carbohidratos está asociada a la síntesis de ATP en las mitocondrias. 
Si la demanda de ATP en la planta es alta, se respiran los carbohidratos sintetizados para satisfacerla, 
siempre que haya ADP disponible para la síntesis de ATP. En general una relación ATP/ADP alta 
sugiere una situación de alta actividad metabólica (García-Mauriño et al. 2005b). Por esto, durante 
los ensayos con túneles se determinaron los niveles de ATP y ADP en la raíz de la remolacha que 
permitirían evaluar el estado metabólico de la raíz acumuladora y detectar situaciones de estrés.  
 
Durante las dos campañas en la que se midieron estos parámetros, 1ª campaña y 2ª campaña, 
se observó que los valores de ATP y ADP obtenidos fueron en general, mucho más bajos que los de 
las anteriores campañas muestreadas por nuestro grupo. En anteriores muestreos, los niveles de ATP 
permanecían por encima de 15 nmol g-1pf para cualquier fecha y los de ADP llegaban a alcanzar 10 
nmol g-1pf para fechas similares a las muestreadas durante las campañas del 2004 y el 2005. Esta 
diferencia en los niveles de adenilatos con anteriores campañas, podría deberse a que esta variedad 
funciona a una menor tasa metabólica o a las condiciones climáticas.  
 
3.3.1. 1ª Campaña (2003-2004)  
 
Durante la 1ª campaña (2004-2005) los valores de ATP y ADP en la raíz de remolacha van 
descendiendo hasta junio en las tres condiciones de manejo (Fig. 3.1, A y B). Además se observan 
altas oscilaciones en la relación ATP/ADP (Fig. 3.1, C). Estos valores indican una alta tasa 
metabólica en la raíz, debida posiblemente a que durante este periodo este órgano se encuentra en 
crecimiento. A partir del 7 de junio (5º muestreo) va aumentando el contenido en ATP y en ADP y 
se estabiliza la relación ATP/ADP. Esta combinación muestra que la raíz se encuentra en un periodo 
de estabilidad metabólica, dónde no se produce nueva síntesis de biomasa. También indicaría que las 
raíces no se encuentran sometidas a estrés. En el último muestreo (11 de julio) esta situación varía 
ligeramente, observándose un ligero aumento de la relación ATP/ADP en T1, debido a que en dicho 
tratamiento los valores de ADP caen por debajo de 0,5 nmol g-1pf, mientras que en T1 y T2 
permanecen alrededor de 1 nmol g-1pf. Ha sido descrito que en el momento precosecha, las 
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remolachas de siembra otoñal presentan un metabolismo activo, capaz de variar en respuesta al estrés. 
En el momento de la cosecha, las remolachas de siembra otoñal acumulan mayor cantidad de prolina 
y de glucosa en las raíces que las de siembra primaveral. Ambos metabolitos están asociados al estrés: 
la prolina se acumula como osmolito compatible para restaurar el equilibrio hídrico y la glucosa que 
indicaría una movilización de la sacarosa (García-Mauriño et al., 2005a). En este último muestreo de 
la primera campaña en la condición control se dan dos de las situaciones anteriormente descritas: 
aumenta la relación ATP/ADP y la cantidad de prolina (presenta el máximo en este muestreo para 
esta condición, 4,5 nmol g-1pf, ver capítulo 3.4).  
 
 Los tratamientos T2 y T3 permanecen con valores similares. En general, los valores de la 
relación ATP/ADP de esta campaña son bajos, y se puede considerar que están en relación a una baja 
situación de estrés de la planta durante la fecha de recolección, datos que están de acuerdo con las 
condiciones climáticas suaves de los meses de junio y julio del periodo de recolección de la 
remolacha de esta campaña (ver capítulo 3.1,  datos climáticos).  
  




A) Contenido en ATP 
 
B) Contenido en ADP 
 
C) Relación ATP/ADP 
 
Figura 3.1. Primera campaña. Evolución del contenido en adenilatos y de la relación ATP/ADP a lo largo 
de los muestreos del ensayo de golpe de calor en las tres condiciones de cultivos. Tratamiento 1, control     
(-♦-)T1; Tratamiento 2, tunel cerrado (-■-) T2; Tratamiento 3, tunel ventilado (-▲-) T3. ANOVA I y Tukey-
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3.3.2. 2ª Campaña (2004-2005)  
 
Los ensayos de adenilatos se repitieron en la campaña 2ª. En nuestros ensayos de la 2ª 
campaña (2004-2005) se obtienen valores de ATP y ADP en general más bajos que los de la primera 
campaña (Fig. 3.2, A y B). En general llama la atención los bajos niveles de ADP registrados en 
prácticamente todos los muestreos y todas las condiciones (Fig. 3.2), acompañados de altas 
relaciones ATP/ADP que indicarían una alta actividad metabólica. 
Las raíces de la situación control (T1) y las de los tratamientos (T2 y T3) siguen perfiles 
similares, pero manteniendo T3 (extremo cerrado del túnel) mayores valores de ATP prácticamente 
en todos los muestreos (Fig. 3.2, A). En cuanto a los niveles de ADP, presentan máximos en todos 
los tratamientos para el muestreo del 13 de junio (Fig. 3.2, B) y un máximo para el control y T2 en 
el muestreo del 18 de abril (Fig. 3.2, B). El día 12 y 13 de junio se registró un importante mínimo en 
la temperatura máxima según se observa en la Fig.3.3. Esto pudo permitir un descenso en la actividad 
metabólica que pudo ser registrado al coincidir con el muestreo. En el resto de muestreos los niveles 
de ADP son prácticamente 0. Las diferencias entre el control y T3, indican un estado metabólico 
general diferente en T3 respecto al control. El tratamiento 3 presenta una mínima cantidad de ADP 
en los muestreos del 18 de abril y del 13 de junio. Esto podría estar relacionado con que las plantas 
del interior del túnel 3 presentan una mayor tasa metabólica y mayor actividad respiratoria que la 
condición control en ese muestreo. Ha sido descrito que las remolachas de siembra otoñal presentan 
un metabolismo activo durante el periodo de cosecha (junio, julio) relacionado con las altas 
temperaturas del verano de la siembra otoñal (García-Mauriño et al., 2005b). Esto les permite 
responder a las necesidades ambientales para aclimatarse a las condiciones de estrés. En nuestro caso, 
la relación ATP/ADP se mantiene alta para las tres condiciones de cultivo en casi todos los muestreos 
y en un número mayor de muestreos en el T3 (túnel cerrado). En el túnel T3 hay que destacar que el 
registro del primer muestreo es muy alto comparado con los otros dos tratamientos. Teniendo en 
cuenta que se produjo un golpe de calor con un aumento de 15 ºC en el T3 respecto del control, justo 
en las fechas previas al 14 de abril, fecha en la que se abrió el túnel, estos valores altos de la relación 
ATP/ADP (Fig. 3.2 C primer muestreo) parecen reflejar adecuadamente la situación de estrés de T3 
en esta fecha. Estos valores son por tanto indicativos de un cultivo que mantiene una alta actividad 
metabólica de acuerdo con las mayores temperaturas y menor disponibilidad hídrica que se 
registraron durante el periodo de recolección de la 2ª campaña. Los datos recogidos muestran que de 
los tres tratamientos fue el túnel sin ventilación T3 el que mantuvo mayor actividad metabólica 
incluso en los muestreos previos a la recolección lo que sin duda se vio reflejado en un menor 
rendimiento de los parámetros agronómicos relacionados con la producción de raíz y la producción 
de sacarosa (Capítulo 3.1, Fig. 1.10 A y B).  
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A) Contenido en ATP 
 
B) Contenido en ADP 
 
C) Relación ATP/ADP 
 
Figura 3.2. Segunda campaña. Evolución del contenido en adenilatos y de la relación ATP/ADP a lo largo 
de los muestreos del ensayo de golpe de calor en las tres condiciones de cultivos. Tratamiento 1, control (-
■-)T1; Tratamiento 2, extremo abierto del túnel (-■-) T2; Tratamiento 3, extremo cerrado del túnel (-■-) 
T3. ANOVA I y Tukey-b, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. (***) p < 0,001. Diferencias entre tratamientos 
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Figura 3.3. Evolución de las temperaturas máximas en los días previos y posteriores al 13 de junio, fecha 
en la que aumentan los contenidos en ADP. Las líneas marcan la evolución en los distintos tratamientos: T1, 
control; T2, plantas en la zona abierta del túnel; T3, zona cerrada del túnel. 
 
 
3.3.2.1. Evolución de la cantidad de adenilatos en el ensayo hídrico  
 
Debido a las condiciones hídricas limitadas durante esta segunda campaña, también se 
siguieron los niveles de adenilatos en un ensayo hídrico, donde las plantas fueron sometidas a tres 
condiciones hídricas diferentes: riego 100% de ETc, riego 60% de ETc y secano (sin aporte de riego). 
En la figura 3.4 se muestran los niveles de adenilatos y la relación ATP/ADP para este ensayo. En 
cuanto a los niveles de ATP presentan valores dentro del rango de los encontrados en el ensayo 
térmico. En la comparación entre condiciones de ensayo, los niveles de ATP permanecen más altos 
para todos los muestreos en la condición de secano frente a las dos condiciones de riego. Los niveles 
de ADP muestran para las condiciones de riego, valores dentro de lo observado en el ensayo térmico, 
excepto la condición de secano, que alcanza para este parámetro valores del doble de lo observado 
para el resto de condiciones durante el 2005 y tres veces más alto de lo observado en el 2004. El 
máximo para este parámetro en la condición de secano, se produce en el muestreo del 13 de junio. 
La condición de riego restringido también muestra un máximo en esta fecha que coincide además 
con máximos en el ensayo térmico (Fig. 3.2, B). Este pico de ADP debió ser consecuencia de 
condiciones ambientales o de manejo no relacionadas con los ensayos, ya que se produjo 
indistintamente en el ensayo térmico y en el hídrico. Sin embargo, los datos climáticos indican que 
en las fechas previas al muestreo del 13 de junio descendió la temperatura máxima (de 37 ºC a 25,9 
ºC), aumentó la humedad mínima (del 15% al 41,7%) y disminuyó por tanto la ETo (de 8 a 5,9) lo 
que está de acuerdo con una bajada de la relación ATP/ADP al suavizarse, aunque puntualmente, las 
condiciones climáticas. 
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Además ratifican que durante la segunda campaña se produjo un efecto significativo sobre las 
remolachas del tratamiento 3, que mantienen una mayor tasa metabólica en el periodo de estudio 
(Fig. 3.2 C), subrayando lo observado en la remolacha de siembra otoñal sobre el aumento de la 
relación ATP/ADP en respuesta a estrés.  
  




A) Contenido en ATP 
 B) Contenido en ADP 
 C) Relación ATP/ADP 
 
Figura 3.3. Evolución del contenido en adenilatos a lo largo de los muestreos del ensayo de Restricción 
hídrica. (---) Control; (---) Riego al 60%; (---) Secano. Las barras de error muestran EE. ANOVA I y 
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3.3.3. Correlaciones de los distintos parámetros estudiados con los adenilatos de la raíz. 
 
Adenilatos: fotografía del estado metabólico de la raíz 
 
Como se ha señalado en apartados anteriores, los niveles de adenilatos en la raíz acumuladora 
están determinados principalmente por el programa de desarrollo de la planta en interacción con 
amplios cambios ambientales (fotoperiodo, tendencias de las temperaturas, riegos, etc.). Sin embargo, 
cuando el sistema metabólico de la raíz está activo, como sucede en las plantas de siembra otoñal en 
periodo de cosecha, pueden detectarse variaciones en los niveles de adenilatos en respuesta a 
situaciones puntuales de estrés (Jiménez, 2004). 
 
La relación ATP/ADP se correlaciona de forma inversa (tal como indica el signo negativo 
del coeficiente de correlación R) con parámetros relacionados con la cantidad de hojas (LAI, hojas 
por planta, materia seca de hojas) y con la producción por planta (Tabla 3.1), es decir que a mayor 
relación ATP/ADP menor LAI, menor cantidad de hojas por planta (Hojas/Planta), menor contenido 
en materia seca de hojas (Prod MSH) y menor producción por planta (Pro Planta). Una mayor tasa 
ATP/ADP indica un metabolismo activo bien por crecimiento de la planta o bien en respuesta a 
situación de estrés (García-Mauriño et al., 2005b). Las correlaciones obtenidas muestran que la alta 
relación ATP/ADP de estas campañas estarían en relación con situaciones de estrés producidas por 
las altas temperaturas registradas en las parcelas durante el periodo de recolección, excepto en la 
campaña 1, más que con situaciones de mayor crecimiento y desarrollo de la planta,  lo que está de 
acuerdo con una baja producción y menores parámetros foliares (Fig. 1.10 A, B, C y D; Fig. 1.16, A, 
en capítulo 3.1). 
 
Tabla 3.1. Correlaciones encontradas entre los valores de adenilatos y los parámetros agronómicos durante la 
primera y la segunda campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una 
significación<10-4. 
 
Variable 1 Variable 2 C.P. (r) N 
LAIp Adenilatos-ATP/ADP -0,554 45 
Hojas/Planta Adenilatos-ATP/ADP -0,538 53 
Prod Planta Adenilatos-ATP/ADP -0,514 67 
Prod MSH Adenilatos-ATP/ADP -0,512 53 
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3.4. ESTRÉS TÉRMICO VERSUS ESTRÉS HÍDRICO: PROLINA Y PARÁMETROS 
HÍDRICOS 
 
La acumulación de prolina en el citoplasma es un mecanismo utilizado por las células para 
aumentar la osmolaridad y disminuir así el potencial hídrico, facilitando la entrada de agua en el 
citoplasma. Es un mecanismo de respuesta de las plantas ante una situación de estrés hídrico (Yeo 
1998; Ghoulam et al. 2002). 
Además, es conocido que uno de los efectos de las altas temperaturas es que provocan déficit 
hídrico en la planta ya que, aun habiendo agua en el suelo, se produce un desequilibrio entre la 
pérdida de agua por transpiración y la velocidad de incorporación de agua por absorción. Esto es así 
incluso cuando la planta crece en cultivos hidropónicos sometidos a 40 ºC (datos sin publicar). Uno 
de los indicadores utilizados para evaluar el estado hídrico de los tejidos es la prolina (Monreal et al. 
2007), razón por la que se ha valorado este osmolito compatible en este estudio. 
 
3.4.1. Prolina durante la campaña 2003-2004 (1ª campaña) 
 
Durante la 1ª campaña se muestreó la evolución de los niveles de prolina de la raíz 
acumuladora en las tres condiciones del ensayo de túneles. En la figura 4.1 se muestra cómo 
evoluciona el perfil de prolina manteniéndose con escasas oscilaciones en todos los tratamientos 
hasta julio, fecha en la que comienza el incremento de los niveles de prolina. Este es un perfil similar 
al observado en campañas anteriores estudiadas por nuestro grupo (Monreal et al. 2007). Los valores 
de la figura 4.1 muestran que los mayores incrementos de prolina se dan en T1 (parcela control), en 
los muestreos de julio previos al periodo de recolección, seguidos de T3 (túnel  ventilado) y por 
último de T2 (túnel sin ventilación), indicando que los túneles han tenido un efecto paliativo del 
estrés que han sufrido las remolachas sin cubrir.  
 
Los niveles de acumulación de prolina han mostrado variaciones en campañas anteriores en 
función de la variedad empleada y de la situación de riego o déficit hídrico (Monreal et al. 2007). En 
campañas anteriores se observó que en condiciones de secano comienza antes la acumulación de la 
prolina en la raíz que en condiciones de riego, y también que hay variedades que acumulan más 
prolina que otras. En este sentido, la variedad llamada Claudia acumuló  más prolina que la variedad 
Ramona (Monreal et al. 2007). Comparando nuestros resultados con los de campañas anteriores 
encontramos que las raíces del tratamiento T3 (túnel con ventilación) alcanzan los valores de prolina 
en recolección semejantes a remolachas  testadas en campañas anteriores tanto de la variedad Claudia 
como de Ramona en condiciones de riego (aproximadamente unos 3 µmoles/gpf) . Las raíces del 
tratamiento T2 (sin ventilación) alcanzan valores de prolina semejantes a la variedad Ramona para 
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esas mismas fechas (2 µmoles/gpf). Por último, las remolachas de la parcela control (T1), presenta 
los valores más altos, de unos 4,33 µmoles/gpf, que son similares a los encontrados en la variedad 
Claudia en las condiciones de secano. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que los 
niveles de prolina mayores se dan en T1 (parcela control) con valores de humedad inferiores y mayor 
transpiración que los obtenidos para los túneles.  
 
Resultados anteriores obtenidos por nuestro grupo mostraron que los niveles de prolina en la 
raíz pueden también incrementarse en respuesta a niveles altos de nitrógeno incorporado por la planta 
(en igualdad de condiciones hídricas, acumulan más prolinas las plantas con mayor concentración de 
nitrógeno incorporado) (Jiménez 2004; Monreal et al. 2007). De hecho, se ha propuesto que la prolina 
puede ser utilizada por plantas de tabaco para asimilar el exceso de amonio, actuando como una 
forma adicional de almacén de nitrógeno (Brugiere et al. 1999).  
 
 
Figura 4.1. Evolución de la cantidad de prolina (moles*g-1 peso fresco) en la raíz acumuladora a lo largo 
del ensayo. (-♦-) T1; (-■-) T2; (-▲-) T3.  
 
También se ha constatado, en campañas anteriores, una correlación positiva en la raíz entre 
la acumulación de prolina y de glucosa que podrían estar producidas por la misma señal externa 
relacionada con una situación de estrés hídrico. El estrés provoca una movilización de las reservas 
de la raíz, que se traduce en un aumento de la actividad invertasa ácida y de la degradación de 
sacarosa, produciendo glucosa y fructosa. Esta glucosa puede ser acumulada o metabolizada, y 
utilizada también para la síntesis de prolina (Jiménez 2004; Monreal et al. 2007). En este sentido la 
utilización de inhibidores de la actividad invertasa ácida tales como el DMDP (2,5-dihidroximetil-
3,4-dihidroxipirrolidina) disminuyen la cantidad de glucosa y por tanto la de prolina (Jiménez 2004; 
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relación con los niveles de glucosa  ni con la actividad invertasa ácida como se encontró en campañas 
anteriores.   
 
3.4.1.1. Correlaciones de la prolina durante la primera campaña 
 
Durante esta primera campaña la prolina de la raíz presenta correlaciones con alta significación 
con un alto número de factores (Tabla 4.1). Como se producen escasas variaciones entre los 
tratamientos, estas correlaciones tienen una interpretación estacional, influyendo de forma decisiva 
en la acumulación de prolina en la raíz las condiciones climáticas. Según los datos recogidos en la 
tabla 4, cabe destacar que son los parámetros relacionados con la producción y el contenido hídrico 
de las hojas los que presentan mayores coeficientes de correlación (C.P.). De las correlaciones 
establecidas con la producción de hojas se puede concluir que la prolina de la raíz aumenta 
cuando: 
- Disminuye la cobertura y la producción de hojas (COB). Ambos parámetros responden a la 
misma señal, el déficit hídrico. 
- Aumenta el porcentaje de materia seca de las hojas (PORMSH) y el limbo (PORMSL) 
parámetros ambos que se relacionan con una disminución de agua. Estos parámetros están 
altamente relacionados con el aumento de la demanda evaporativa del aire.  
Estos datos en su conjunto señalan que la producción de prolina está coordinada con las señales 
de déficit hídrico recibidas por las hojas. 
En esta campaña, la acumulación de prolina también tiene altas correlaciones (con algo menos 
de CP y de significación que en las hojas) con los parámetros hídricos de la raíz. En este sentido, 
estos datos indican que la prolina de la raíz aumenta cuando: 
- Aumenta el brix, el % de materia seca de la raíz (PORMSR), la polarización, el nitrógeno 
proteico (N -amino), y la producción de azúcar (Azúcar/Ha). Todos estos parámetros están 
relacionados tanto con la disminución de la disposición hídrica como con el desarrollo del 
cultivo. 
Finalmente existen correlaciones de interés entre la prolina y los datos climáticos. Así mismo 
podemos observar que la prolina de la raíz aumenta:  
- Al disminuir la humedad relativa media y máxima (HRMEDIA). 
- Cuando aumentan la temperatura máxima y la media. 
- Cuando aumenta la evapotranspiración y evapotranspiración acumulada a dos días (EToC y 
EToC2d). 
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Tabla 4.1. Correlaciones entre la prolina de la raíz (moles/g peso fresco) y los parámetros climáticos y 
agronómicos durante la primera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos del ensayo 
térmico. CP: Coeficiente de Pearson. El signo negativo representa relaciones inversas. La ausencia de signo 
implica que son directas; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) 
sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign.<10-5. Se han marcado en negrita las 
correlaciones con significaciones más importantes (aún menores de 10-6). 
 
 Variable 1 PROLINA EN RAÍZ C.P. (r) N 
Producción de 
hojas 
COB Prolina U/gpf -0,885***** 24 
PORMSL Prolina U/gpf 0,878***** 23 
PORMSH Prolina U/gpf 0,800***** 23 
ProdH Prolina U/gpf -0,773***** 24 
Raíz: materia 
soluble y materia 
seca 
BRIX Prolina U/gpf 0,749**** 24 
PORMSR Prolina U/gpf 0,770**** 24 
Polarización Prolina U/gpf 0,719**** 24 
AAmino Prolina U/gpf 0,714**** 24 
Azúcar/Ha Prolina U/gpf 0,637*** 24 
Parámetros 
climáticos 
HRMEDIA Prolina U/gpf -0,782***** 24 
GDIA Prolina U/gpf 0,749**** 24 
GDIA4d Prolina U/gpf 0,726**** 24 
HRMAX Prolina U/gpf -0,969**** 8 
GDIA2d Prolina U/gpf 0,717**** 24 
Tª media Prolina U/gpf 0,705*** 24 
GDIA6d Prolina U/gpf 0,678*** 24 
Tª máxima Prolina U/gpf 0,669*** 24 
EToC Prolina U/gpf 0,665*** 24 




3.4.2. Prolina durante la campaña 2004-2005 (2ª campaña) 
 
En este apartado presentamos los resultados de los contenidos en prolina de las remolachas 
crecidas en los diferentes tratamientos de Tª (TI, T2, y T3) para evaluar el posible estrés hídrico 
provocado por el golpe de calor en T2 y en T3. En paralelo se desarrolló un ensayo de riego 
restringido con parcelas regadas según cantidad recomendada, parcelas en secano y con riego al 60% 
de la cantidad recomendada, según el balance hídrico del suelo (ver Materiales y Métodos para más 
detalles). En ambos ensayos se midió el contenido en prolina en los distintos órganos de la remolacha: 
raíz, peciolos y limbo. 
En las figuras 4.2 y 4.3, se muestra la evolución de la acumulación de prolina a lo largo del 
cultivo en ambas condiciones de ensayo y en los tres órganos analizados. En el ensayo de riego 
restringido (Fig. 4.2.), el contenido en prolina fue máximo en secano, mientras que en riego del 60% 
y del 100%, no se acumuló prolina, indicando que el factor que desencadena dicha acumulación es 
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la restricción hídrica del suelo. Estos datos también apuntan a que el agricultor podría regar al 60% 
sin generar estrés en la planta, lo que sería una economía de agua importante. Además, en este ensayo, 
no se acumuló prolina en las hojas, y muy poco en el peciolo. El máximo de prolina se observó a 
finales de junio, para secano. Sin embargo, para riego 100% y 60% se produce una pequeña 
acumulación en julio, coincidiendo con la finalización de los riegos. Por el contrario, en el ensayo de 
golpe de calor con el túnel (Fig. 4.3), la prolina alcanzó su máximo nivel en la raíz en el muestreo 
del 16 de mayo, un mes después de abrir el túnel y tras haber sufrido un incremento de Tª respecto 
al exterior de 15 ºC.  
El pico de prolina en la raíz coincidió con los máximos puntuales en el peciolo y en la hoja, 
donde la prolina acumulada en la hoja superó la medida en la raíz (Fig.4.3). En este punto, más del 
20 % de las plantas de la zona T3 habían muerto, y las supervivientes habían perdido 
aproximadamente el 70 % de las hojas (Fig.1.10C).  
 
Estos resultados ponen en evidencia una respuesta diferencial de la acumulación de prolina 
en los diferentes órganos dependiendo de que la restricción hídrica sea por riego restringido paulatino 
que permite la aclimatación, o por golpe de calor, que llevó a un desbalance en el flujo transpirativo 
y a la pérdida masiva de las hojas.  
 
Para dar consistencia estadística a esta hipótesis, se relacionaron los datos de prolina de los 
tres órganos con diferentes parámetros agronómicos y fisiológicos usados como índices del estado 
hídrico y de acumulación de sustancias en disolución (Morillo-Velarde & Ober, 2006). Estos 
parámetros fueron el porcentaje de materia seca de raíz (PORMSR), porcentaje de materia seca de 
hoja (PORMSH), brix de la raíz (BRIX raíz) y superficie foliar específica (SFEMS) (Recogidas en 
las gráficas 10 J, H, F, G del capítulo 3.1).   
Los resultados de la tabla 4.2 muestran que, en ambos ensayos, fue la prolina acumulada en 
la raíz, y no la acumulada en la hoja, la que mejor se correspondía con los parámetros hídricos 
estudiados. Sin embargo se hallaron diferencias importantes entre ambos tipos de ensayo. En el 
ensayo de riego restringido las correlaciones más significativas (**) se establecen entre la prolina de 
la raíz y la materia seca de la raíz y con el brix de la misma. Por el contrario, en el ensayo del golpe 
de calor la prolina de la raíz se correlaciona con una alta significación (**) con el SFEMS y con % 
de MS de la hoja. Hay que tener en cuenta que en este ensayo las plantas se encontraban en una 
situación de riego por lo que la prolina acumulada en la raíz lo hacía en respuesta al estrés hídrico en 
la hoja, o a la falta de hojas, y no a la falta de riego. Se ha descrito que un aumento drástico de la 
temperatura genera una señal de estrés hídrico en las hojas de remolacha, que tienen escasa capacidad 
para regular la transpiración (Hanson & Hitz 1982). La respuesta implica la pérdida de superficie de 
transpiración. El aumento de osmolitos en la raíz podría responder a la necesidad de aumentar el flujo 
de agua hacia la hoja. En situaciones críticas derivadas de un cierre estomático prolongado, la 
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remolacha, que tiene efectivos mecanismos para el ajuste osmótico (McCree & Richardson 1987), 
podría recurrir al acúmulo de prolina para disminuir el potencial hídrico de la raíz, consiguiendo así 
el movimiento del agua por presión radicular. En ausencia de transpiración (caída de las hojas y 
cierre estomático), la planta acumula prolina en la hoja estableciendo, de forma puntual, un gradiente 
de potencial hídrico favorable al flujo ascendente de agua. Por el contrario, en el ensayo de riego 
restringido la acumulación de prolina en la raíz responde al estrés hídrico de la raíz. En estas plantas 
la aclimatación al déficit hídrico permite ajustar la transpiración y el número de hojas, manteniendo 
la circulación del agua sin necesidad de acumular prolina en las hojas. 
 
Colectivamente estos resultados indican que el contenido en prolina de la raíz acumuladora 
está relacionado con el estrés hídrico, siendo cuantitativamente mucho más importante en este órgano 
que en hojas y peciolos. También se puede concluir que la respuesta de Beta vulgaris al déficit hídrico 
es diferente según qué órgano de la planta reciba la señal. Se propone que la acumulación puntual de 
prolina en las pocas y pequeñas hojas de las plantas supervivientes en el ensayo de golpe de calor 
responde a la necesidad de la planta de, en ausencia de transpiración puntual, establecer el flujo de 
agua ajustando el contenido de osmolitos en la hoja (Fig. 4.4). 
  





Figura 4.2. Evolución del contenido en prolina (moles*g pf-1) en los distintos órganos de la planta (raíz, 
hojas, peciolos) en el ensayo de riego restringido. Segunda campaña. (-♦-) Riego recomendado; (-●-) 60% 





Figura 4.3. Evolución del contenido en prolina (moles*g pf-1) en los distintos órganos de la planta (raíz, 
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Tabla 4.2. Correlaciones entre parámetros relacionados con el estado hídrico y el contenido en prolina de los 
distintos órganos en la 2ª campaña. N: número de muestras; CP: coeficiente de Pearson; (**): significación 
<0,01; (*): significación <0,05.  Los signos positivos y negativos significan correlaciones positivas o negativas 














Figura 4.4. Modelo de la dinámica de la acumulación de prolina en los distintos órganos de la remolacha 
azucarera dependiendo del órgano que reciba la señal de estrés. Los ensayos realizados durante esta 
segunda campaña, golpe de calor y riego restringido, permitieron analizar diferentes patrones de 
acumulación de prolina. 
 
 
            














PORMSR CP ,081 -,282 -,327 
  N 25 25 25 
PORMSH CP ,595(**) ,121 ,111 
  N 25 25 25 
BRIX CP ,180 -,318 -,377 
  N 27 27 27 
SFEMS CP -,555(**) -,041 ,014 















PORMSR CP ,853(**) ,568 ,220 
  N 11 11 11 
PORMSH CP ,732(*) ,556 ,607 
  N 9 9 9 
BRIX CP ,813(**) ,433 ,394 
  N 19 19 19 
SFEMS CP -,176 ,110 -,323 
  N 5 5 5 
Riego Secano 
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3.4.3. Prolina en la campaña 2005-2006 (3ª campaña) 
 
En la 3ª campaña se realizó nuevamente el ensayo térmico y se determinaron los contenidos 
de prolina de las remolachas crecidas en los diferentes tratamientos de Tª (TI, T2, y T3). Estos 
tratamientos se corresponden con los de la campaña anterior, es decir T1, parcela control sin túnel, 
T2, la mitad de la parcela cubierta con túnel, colindante con el lado abierto, y T3, mitad hacia el 
fondo cerrado del túnel (Fig. 1.11, capítulo 3.1). En paralelo se desarrolló de nuevo el ensayo de 
riego restringido con parcelas regadas, en secano y con riego al 60%. En ambos ensayos se midió el 
contenido en prolina de la raíz y el limbo. Se decidió no evaluar el contenido en los peciolos ya que 
en los ensayos del año anterior mostraban un comportamiento intermedio entre la raíz y el limbo. 
En la figura 4.5 y 4.6, se muestra la evolución de la acumulación de prolina a lo largo del 
cultivo en ambas condiciones de ensayo y en los dos órganos analizados. En el ensayo de riego 
restringido (Fig.4.5.), el contenido en prolina fue mayor en secano, seguido del riego al 60% y los 
valores más bajos se obtuvieron en el riego del 100%. Esta diferencia se observa en la raíz pero no 
hay diferencias en las hojas excepto en el último muestreo. Sin embargo, a pesar de las diferencias, 
cabe destacar que los valores máximos alcanzados en la raíz en secano durante esta campaña son 
equivalentes a los valores de riego al 100% de la campaña del 2005. Es decir, en esta compaña los 
valores de prolina obtenidos, en general, fueron mucho más bajos (a veces del orden de 7 veces más 
bajos dependiendo del muestreo) que los de la campaña anterior. Estos resultados están de acuerdo 
con el hecho de que durante esta campaña 2005/2006, el campo presentaba un mejor perfil hídrico 
debido a las lluvias naturales que permitieron a las remolachas de secano desarrollarse sin apenas 
estrés por falta de riego, lo que también pone de manifiesto un alto valor indicador de la medida de 
prolina en la raíz para establecer el estado hídrico de la remolacha del sur. 
En el ensayo térmico, los valores de prolina registrados también fueron muy bajos 
comparados con los de la campaña anterior. Las raíces de T3 y de T1 presentan perfiles similares, 
con un aumento en el muestreo final, al igual que en la campaña del 2005. Cabe destacar que las 
raíces de T3 presentan niveles de prolina mayores que las del control, pero los máximos alcanzan 
sólo 2,5 mg/gpf, frente a los 6 mg/gpf alcanzados en este mismo ensayo en la campaña anterior. En 
la campaña del 2006 no se observa un aumento de prolina en las hojas de T3, que mantiene los 
mismos valores que las hojas de las plantas de T1. Esto está en relación con los parámetros 
agronómicos que muestran que en esta campaña, si bien las remolachas de los túneles se vieron 
afectadas en su apariencia (Fig. 1.14 y 1.15, capítulo 3.1), no se vio afectada la producción de hojas 
en T/Ha de los túneles respecto al control (Fig. 1.16, capítulo 3.1), al menos no de la forma en que 
se vio afectada en la segunda campaña, en la que el golpe de calor produjo una pérdida de hojas hasta 
valores inferiores a 10 t/Ha respecto de las 55 t/Ha del control. Estos perfiles de prolina en hojas y 
raíces, tanto en los ensayos de riego como de estrés térmico en esta campaña, refuerzan de nuevo la 
hipótesis de las mejores condiciones hídricas del suelo y de prácticamente ausencia de estrés en los 
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órganos de la planta. En este mismo sentido cabe destacar que la producción de hojas en t/Ha de esta 
campaña alcanzaron valores de hasta 85 t/Ha de valor máximo, respecto de la primera en la que se 
alcanzaron las 100 T/Ha), mientras que en la campaña segunda estos valores no superaron las 55 
t/Ha (capítulo 1, datos agronómicos, Fig. 1.10, 1.16). 
 
 
Figura 4.5. Evolución del contenido en prolina durante la 3ª campaña en los distintos órganos de la planta 
analizados (hoja, raíz) en el ensayo de riego restringido: (-♦-) Riego recomendado; (-■-) 60% del riego 




Figura 4.6. Evolución del contenido en prolina en los distintos órganos de la planta en el ensayo de golpe de 
calor en los distintos órganos analizados (hoja, raíz).(-♦-) T1: Control; (-■-) T2; (-▲-) T3. Los muestreos del 
ensayo térmico comenzaron antes que los del ensayo de riego restringido. La línea indica cuando comienzan 
los muestreos del ensayo de riego restringido. La flecha indica el muestreo del 12 de junio en el que se produjo 
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Colectivamente estos datos demuestran que las condiciones climáticas de las campañas 
estudiadas y no los túneles, fueron determinantes en el estado fisiológico de las remolachas y en la 
repercusión que esto tuvo en los parámetros agronómicos. De estos, los datos de la determinación de 
prolina ponen en evidencia que no es el aumento puntual de temperatura (golpe de calor) lo que tiene 
efectos dramáticos sobre el estado del cultivo y la producción, sino la combinación de un golpe de 
calor asociado a un estado hídrico deficitario en la planta. Esta combinación provoca una caída 
drástica de las hojas y una pérdida total en la producción.  
 
3.4.3.1. Contenido hídrico de la remolacha en las tres condiciones estudiadas 
 
Para obtener información sobre el estado hídrico real de la planta, en esta campaña se 
midieron para ambos ensayos el contenido hídrico (CH) y el contenido hídrico relativo (CHR) de las 
hojas (Figuras 4.7 y 4.8).  
Los muestreos del ensayo de riego se empezaron el 31 de mayo. Durante el periodo 
muestreado los registros del CHR de la parcela de secano y la de riego al 60% fueron muy estables, 
excepto el pico del 12 de junio para el riego 60% y se mantuvieron en valores de entre un 70 -78 %. 
El control, sin embargo mostro más fluctuaciones cayendo al 65% de CHR en el último muestreo. 
En la bibliografía aparecen numerosas referencias a los intervalos de CHR que pueden alcanzar las 
plantas de remolacha bajo diversas condiciones de estrés. Estudios de modelización realizados 
sobre 317 especies en 72 estudios de diversos biomas (incluido el mediterráneo), han definido un 
valor umbral de RWC (CHR) en el punto de pérdida de turgor del 75% para evitar la inhibición 
metabólica (Bartlett et al. 2012). En estudios en Beta vulgaris sometida estrés hídrico en 
condiciones de campo y previa aclimatación, se han constatado CHRs para las hojas de las plantas 
sometidas a estrés hídrico de 60%-65%. Las plantas control exhibían CHRs de entre 72%-85% 
(Hajheidari et al. 2005). Para hojas de remolachas sometidas a estrés salino han sido reportados 
valores de CHR entre 55% y 76% según la variedad, para 200 mM de NaCl durante 30 días. Las 
plantas control (0 mM NaCl) mostraban un CHR en torno al 78% para todas las variedades 
(Ghoulam et al. 2002). También han sido medidos CHR de entre el 44% y el 59% para diferentes 
genotipos (intolerantes o tolerantes a la sequía) de remolacha azucarera sometidas a condiciones de 
sequía durante 7 días. En condiciones de riego adecuado, los CHR presentaban valores de entre 
55% a 74% (intolerantes/ tolerantes a la sequía) (Shaw et al., 2002). Las plantas mueren por debajo 
de CHR de entre el 20 y el 50% dependiendo de la espacie por lo que según estos datos, excepto en 
muestreos puntuales del control, las plantas estarían en aproximadamente un 70 a 80% de su plena 
turgencia, lo que para las condiciones ambientales del verano andaluz, es un buen estado de 
hidratación. Esto se refleja en los bajos niveles de prolina obtenidos en este campaña (con máximos 
del 1,5-2 mg/gpf) mientras que en la campaña anterior se alcanzaron valores del 10 mg/gpf. Esto 
mismo ocurre en el ensayo térmico, con fluctuaciones a lo largo de los muestreos que no se reflejan 
3.4. Estrés térmico vs estrés hídrico: prolina y parámetros hídricos                                                    Resultados 
160 
 
en los niveles de prolina determinados (Fig. 4.8, ensayo térmico, A y Fig. 4.6, ensayo térmico, 
hojas).   
Cabe destacar el descenso del contenido hídrico relativo de las hojas en el muestreo del 12 
de junio tanto para el ensayo de riego restringido (68-63%) como para el ensayo térmico (70-57%), 
excepto para el riego al 60%. Esta caída del CHR coincide con un aumento de la prolina en el ensayo 
térmico en hojas y raíces (Fig. 4.6). La acumulación de prolina en la remolacha es un proceso de 
respuesta rápida como se mostrará en el siguiente apartado. Esta disminución del CHR acompañada 
de los picos de prolina ilustra esta respuesta rápida de ajuste de la planta (Fig. 4.6, ensayo térmico, 
señalado con una flecha). Los perfiles de los CH siguen un perfil descendente a lo largo de los 
muestreos desde el 31 de mayo, sin embargo la disminución en el caso más drástico es solo del 8% 
(del 88% al 80 %), es decir, baja, lo cual se corresponde con valores estables de prolina en las hojas 
del ensayo de golpe de calor al final de la campaña (Fig, 4.6, hojas). En el ensayo de riego restringido 
el CH baja a valores del 60% en los muestreos finales, lo que se corresponde con  un ligero ascenso 
de la prolina en el ensayo hídrico en las hojas (Fig. 4.6, hoja). 
En su conjunto estos resultados avalan los niveles de prolina obtenidos y ponen de manifiesto 
que en la tercera compaña las condiciones hídricas de las remolachas de las diferentes parcelas, tanto 
en el ensayo hídrico como el térmico tuvieron un estado hídrico aceptable que no disparó la alarma 
de síntesis de osmolitos (prolina) en las hojas.  
Finalmente, no se determinó el estado hídrico de la raíz, pero los niveles de prolina ponen de 
manifiesto, que, aun siendo muy bajos, las raíces de secano del ensayo hídrico, y del T3 en el ensayo 
térmico, son las que sintetizaron de media más prolina, lo que indica la necesidad de un ligero ajuste 
osmótico en esos ensayos.    
  





A) CHR B) CH 
Figura 4.7. Evolución del contenido hídrico relativo (CHR, A) y contenido hídrico (CH, B) de las hojas en 










A) CHR B) CH 
Figura 4.8. Evolución del contenido hídrico relativo (CHR, A) y contenido hídrico (CH, B) de las 
hojas en el ensayo térmico. (-♦-) T1, (-■-) T2, (-●-) T3. La flecha celeste indica el muestreo del 12 
de junio. La línea indica cuando comienzan los muestreos del ensayo de riego restringido. 
 
 
3.4.3.2. Correlación entre los niveles de prolina y datos agronómicos durante la tercera campaña 
 
También se analizaron en esta  campaña las correlaciones de la acumulación de la prolina en 
los distintos órganos con los diversos parámetros estudiados. Se compararon los parámetros de los 
tres ensayos realizados: Ensayo térmico (túneles), riego restringido y golpe de calor en microtúnel. 
Este último ensayo consistió en la colocación de unas estructuras de plástico portátiles de 
4mx4mx2m durante 15 días en diferentes zonas de la finca con el objetivo de producir golpes de 
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calor a las plantas. Se colocaron en diferentes lugares y en diferentes momentos del desarrollo de las 
plantas (abril, mayo, junio, julio) lo que permitió evaluar la influencia del aumento de temperatura 
en función del estado del cultivo. Los experimentos con los microtúneles se presentan en el capítulo 
3.6, aunque en este capítulo hemos incluido alguno de los resultados en el análisis de correlaciones. 
En la tabla 4.4 se muestran las correlaciones con coeficiente de Pearson en valor absoluto 
por encima de 0,5 y n≥4. Se hace evidente también en estas correlaciones, la diferencia de 
comportamiento de las plantas en el túnel. Cabe destacar la correlación entre la superficie foliar 
específica por materia seca (SFEMS) y la prolina en hojas que se produce tanto en el túnel como en 
el golpe de calor de los microtúneles. También se encontró esta correlación durante la anterior 
campaña, pero en ese caso fue una correlación inversa. El parámetro SFEMS es una medida de la 
proporción de agua que presenta la hoja. Mayor SFEMS indicaría mayor cantidad de agua. Por tanto, 
en esta campaña del 2006, mayor acumulación de prolina va acompañada de mayor cantidad de agua 
en la hoja. Esto, que podría parecer una contradicción, se ha observado en experimentos de 
laboratorio, y concuerda con lo observado en el contenido hídrico de las hojas. Ante un estrés 
moderado, la acumulación de prolina en hojas restituye el potencial hídrico foliar. Un estrés más 
dramático a nivel de las hojas, desencadena grandes picos de prolina para compensar los aumentos 
de este osmolito en la raíz, y ayudar al flujo de agua hacia las hojas. Durante esta última campaña, 
las plantas del túnel sufrieron menos déficit hídrico que durante la campaña pasada.  
Cabe destacar también en las hojas del ensayo térmico, la correlación inversa con el brix de 
la raíz (BRIX) y con la materia seca de la raíz (Tabla 4.4, ensayo térmico). El estrés hídrico a nivel 
de la raíz disminuye la cantidad de prolina en hojas. Durante esta campaña se registraron valores más 
altos de humedad mínima en el aire que en la campaña anterior. La planta por tanto no necesita cerrar 
los estomas y la transpiración podría mantenerse sin necesidad de picos forzados de acumulación de 
prolina. 
Otras correlaciones interesantes en el ensayo de túnel es la correlación de la prolina en las 
raíces con el nitrógeno alfa amino y el LAI. Esta correlación indica que además de la prolina, las 
raíces acumulan otros osmolitos como aminoácidos. La correlación inversa con el LAI responde a 
un conocido mecanismo de aclimatación de las plantas de remolacha: el déficit hídrico en el suelo 
desencadena la disminución del número de hojas.  
En el ensayo de riego restringido, las correlaciones coinciden con lo observado en la campaña 
anterior. La prolina de la raíz tiene correlaciones positivas con los parámetros indicadores del estado 
hídrico: % de materia seca de raíz y de hojas y el brix. Y negativas con la producción de hojas. El 
déficit del suelo aumenta la prolina y el brix de la raíz y la materia seca de la planta y disminuye la 
producción de hojas. En cuanto a la prolina en las hojas, se correlaciona de forma inversa con la 
producción de hojas, el contenido hídrico y la humedad total mínima. Las condiciones de riego 
restringido si imponen un estrés hídrico más severo en hojas y raíces para el que la prolina es un 
importante mecanismo de aclimatación.  
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Por último, en los ensayos de golpe de calor puntual con microtúneles puede observarse una 
correlación inversa entre la prolina de la raíz y la actividad invertasa neutra específica. El sentido de 
esta correlación es inverso al que se observó en campañas anteriores en Claudia déficit hídrico 
(Jiménez, 2004), donde la disminución de la actividad invertasa disminuía la cantidad de prolina. En 
las correlaciones encontradas en la actividad invertasa neutra (capitulo 3.2) se muestra que esta 
actividad relacionada con los grados día y con la actividad SS, podría responder a procesos de 
crecimiento.  
 
Tabla 4.4. Correlaciones entre parámetros relacionados con el estado hídrico y el contenido en prolina de los 
distintos órganos en la 3ª campaña. N: número de muestras; CP: coeficiente de correlación Pearson; (**): 

























  ENSAYO TÉRMICO 
(Golpe de calor) 
RIEGO 
RESTRINGIDO 
Golpe de calor en 
MICROTÚNELES 












PORMSR CP  -0,524* 0,981*    
  N  21 4    
PORMSH CP   0,952*     
  N   4    
BRIX CP  -0,524** 0,857**    
  N  24 13    
SFEMS CP  0,519*    0,967** 
  N  18    4 
NNJUP CP  0,856**     
 N  9     
AAamino CP 0,716**      
 N 24      
LAI CP -0,645**      
 N 18      
HRmín CP 0,521*      
 N 16      
LBrix CP    0,819*   
 N    8   
ProdH CP   -0,803** -0,770**   
 N   14 13   
CHH CP    0,672**   
 N    14   
HTmin CP    -0,587*   
 N    14   
Inv.Neutra      -0,775*  
Espécifica      8  
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3.4.4. Ensayos en condiciones controladas 
 
En las condiciones de campo, se siguió la acumulación de prolina en las plantas de 
remolacha sometidas a riego restringido o a incrementos de temperaturas. Estos ensayos mostraron 
que la prolina se acumula en la raíz, en la hoja o en ambas, dependiendo del órgano que recibe la 
señal y de los periodos de aclimatación (León et al. 2006). Se realizaron experimentos en 
condiciones controladas de laboratorio en los que se muestra la acumulación diferencial de prolina 
en los distintos órganos y distintas situaciones de estrés. 
Se realizaron ensayos en condiciones controladas en cámara que buscaban independizar el 
efecto de la alta Tª del de la restricción hídrica producida por la alta evapotranspiración. Las 
plantas fueron sometidas a distintos tratamientos: 
- Ensayo combinado (restricción hídrica ligera junto con alta temperatura): Plantas crecidas 
a 25 ºC en perlita, fueron sometidas a tres días sin riego y posteriormente se les aplicó 
tratamiento térmico (40 ºC de temperatura durante 6 horas, 50% de humedad relativa).  
- Ensayo térmico (alta temperatura, disponibilidad hídrica): Se utilizaron plantas en cultivos 
hidropónicos o perlita bien regadas crecidas a 25 ºC para minimizar la restricción hídrica 
durante los aumentos de temperatura. Estas plantas fueron sometidas a un aumento de 
temperatura de 40º C durante 6 horas.  
- Ensayos de restricción hídrica puntual (estrés hídrico, temperatura suave). Se realizaron 
en plantas cultivadas en perlita bien regada y 25 ºC, a los que se dejó sin regar durante 6 días.  
 
En los ensayos se midió la prolina en los distintos órganos, junto con parámetros fotosintéticos 
y los parámetros agronómicos más representativos del estado hídrico de la planta (º Brix de la raíz, 
%MSH).  
La figura 4.9 muestra que es el ensayo hídrico (Fig. 4.9, día 6, 7 y 10) y no el combinado con 
alta Tª y una restricción hídrica ligera (Fig. 4. 9, 30 min, 90 min, 3 h, 6 h),  el que provoca 
espectaculares subidas en el contenido en prolina de la hoja, de 15,6 a 258 mol prolina g-1 ps (Fig. 
4.9, control, día 10). Al restablecer el riego, los niveles de este osmolito descienden (Fig. 4.9, día 12 
tras riego).  
 
En la figura 4.10 se comparan los datos de ensayo combinado con el térmico. Ambos se han 
sometido a Tª de 40 ºC,  pero en el combinado las plantas han sido crecidas en vermiculita con riego 
restringido (Fig. 4.10, riego restringido) mientras que las llamadas del ensayo térmico han crecido 
en cultivos hidropónicos sin limitación de agua (Fig. 4.10, cultivos hidropónicos). Los resultados 
muestran que en ambas condiciones los niveles de prolina acumulados están muy por debajo de los 
obtenidos en el ensayo de estrés hídrico severo (Fig. 4.9, 10 días) sin embargo a pesar de que se 
acumula poca prolina se pone en evidencia que el aumento de temperatura (40 ºC) en los cultivos 
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hidropónicos provoca acumulación de prolina en las hojas (Fig. 4.10, hidropónicos 30 min). El 
proceso es muy rápido ya que en 30 min se detecta una subida de prolina (Fig. 4.10, barras amarillas, 
30 min). Sin embargo, se muestra que la diferencia con el control es más importante en los cultivos 
hidropónicos (4,7 hasta 12 mol prolina g-1 ps) (Fig. 4.10, hidropónicos, control, 30 min). Si la planta 
tiene cierto déficit hídrico la diferencia es más pequeña (15,6 a 20) pero se alcanza mayor cantidad 
total (Fig. 4.10, estrés hídrico, control, 6 horas). Esta acumulación de prolina desciende a los valores 
iniciales al finalizar el tratamiento de golpe de calor (40 ºC), aunque las plantas en estrés hídrico 
ligero mantienen niveles de prolina más altos debido a que continúan con una cierta restricción 
hídrica (Fig. 4.10, 24 horas). Estos resultados indican que la disponibilidad hídrica no evita los 
desequilibrios puntuales producidos por las diferencias de velocidad entre la transpiración y la 






                                                       Ensayo combinado                  Ensayo hídrico 
Figura 4.9. Prolina acumulada en las hojas en el ensayo combinado (3 días sin riego más aumento de 
temperatura) e hídrico. En el eje horizontal se muestra el tiempo desde que se establece la condición. El 
marcador rojo (40 ºC) indica el momento en el que se sube la temperatura. El marcador azul (25 ºC) muestra 
el momento en el que se baja de nuevo para ver lo que sucede tras la recuperación. En el ensayo hídrico se 
indican los días sin riego. El marcador verde (riego) señala el aporte de agua tras el que se produce una caída 







































Figura 4.10. Prolina en hojas en ensayo combinado (barras naranjas) y térmico (barras amarillas). El eje 
horizontal muestra el tiempo transcurrido tras el tratamiento. Indicador rojo (40 ºC) aumento de la 
temperatura respecto a las condiciones de crecimiento (25 ºC). El indicador azul (25 ºC) muestra el 
restablecimiento de las condiciones iniciales. Barra naranja, estrés hídrico (equivalente a estrés combinado: 






En la figura 4.11 se comparan los niveles de prolina entre hojas y raíces. Los resultados 
muestran que el ensayo hídrico produce mayores acumulaciones de prolina cualquiera que sea el 


















Figura 4.11.  Prolina en hojas (barras verdes) y raíces (barras amarillas) en ensayo hídrico y térmico. En 
el ensayo hídrico, el eje horizontal muestra los días sin riego. En el ensayo térmico se muestran el tiempo 
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La comparación de los datos de prolina con la materia seca de hojas muestra que tanto en el 
ensayo térmico (Fig. 4.12, %MSH a 30 min) como en el hídrico (Fig.4.12, %MSH a 6 días) la 
acumulación de prolina responde a un desequilibrio hídrico a nivel de las hojas mostrado como un 
aumento de  %MSH (% de materia seca de hojas).  
 





























Figura 4.12. % de materia seca en hojas (barras verdes) y acumulación de prolina (barras naranjas) en hojas 
en las condiciones de estrés térmico e hídrico. El eje horizontal muestra el tiempo de tratamiento. En el 
ensayo térmico, los indicadores muestran el comienzo del aumento de temperatura (rojo; 40 ºC) y el retorno 
a las condiciones control (azul; 25 ºC).  
 
El brix, un parámetro agronómico que indica cantidad de sustancias en disolución, sigue un 
comportamiento idéntico a la prolina (Fig. 4.13). Varía poco en el ensayo térmico (Fig. 4.13, control, 
30 min, 6 h) e incrementa de forma considerable en el ensayo hídrico (Fig. 4.13, control, 6 y 8 días). 
Ambos parámetros son buenos índices del estrés hídrico de la raíz y un reflejo de la capacidad de 










































control dia 1 dia 6 dia 8
40 ºC 40 ºC 25 ºC 25 ºC 




ENSAYO TÉRMICO                   ENSAYO HÍDRICO 
 
Figura 4.13. Comparación de la acumulación de prolina en raíces (barras naranja, moles/g peso fresco) y 
de los grados Brix (Barras azules, ºBrix) también de la raíz. El eje horizontal muestra el tiempo de 
tratamiento. En el caso del ensayo térmico, el tiempo que las plantas estuvieron sometidas a 40 ºC (indicador 
rojo). En el caso del ensayo hídrico, los días sin riego.  
 
 
Es complejo establecer umbrales absolutos de nivel hídrico a partir del cual se dispara la 
acumulación de prolina en hojas, ya que los patrones de distribución de prolina en hojas y raíces, así 
como los contenidos netos alcanzado en cada órgano parecen estar estrechamente relacionados con 
el historial de riego de la planta y con los procesos de aclimatación. 
El estrés hídrico afecta de forma importante a la fotosíntesis y la conductancia (Fig. 4.14 y 
4.15, Barras rojas, estrés hídrico; barras azules, control). Este mayor grado de estrés se ve reflejado 
en la mayor acumulación de prolina en hojas (Fig. 4.11, naranja respecto amarillo). Por tanto el efecto 
brusco de caída de fotosíntesis y conductancia estomática debido a la temperatura se ve agravado por 
















control 30 min 6 horas control 6 días 8 días
Brix (º) prolina (micromol/gpf)
40ºC 
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Figura 4.14. Fotosíntesis en el ensayo combinado (barras rojas) y en el ensayo térmico (barras azules). El eje 
horizontal muestra el tiempo que las plantas estuvieron sometidas al tratamiento. Los indicadores muestran la 
temperatura aplicada (rojo; 40 ºC) y el retorno a las condiciones iniciales (azul; 25 ºC). La línea discontinua 

















Figura 4.15. Conductancia estomática en el ensayo combinado (barras rojas) y en el ensayo térmico (barras 
azules). El eje horizontal muestra el tiempo que las plantas estuvieron sometidas al tratamiento. Los indicadores 
muestran la temperatura aplicada (rojo; 40 ºC) y el retorno a las condiciones iniciales (azul; 25 ºC). 
 
En el cultivo de la remolacha azucarera de siembra otoñal un buen perfil hídrico del suelo 
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3.4.5. Análisis de las correlaciones que presenta la prolina con el resto de parámetros 
estudiados 
 
Se realizó un análisis de Pearson para buscar las correlaciones más significativas de la prolina 
con otros parámetros a nivel global. Se han seleccionados aquellas correlaciones importantes: n≥4, 
|r|>0,5 y significación < 0,05. 
 
En la tabla 4.5 se muestra que a nivel de las tres campañas y todos los ensayos realizados en 
su conjunto (túnel, ensayo hídrico, golpes de calor en microtúneles), la prolina de la raíz muestra 
interesantes correlaciones: con el nitrógeno alfa amino, con los azúcares reductores (fructosa y 
glucosa). No sólo la prolina se acumula como osmolito en las raíces en situaciones de estrés, también 
aminoácidos, razón por la que ambos parámetros están correlacionados. En el caso de los de azúcares 
reductores, las situaciones de estrés demandan un gasto energético que en el caso de la raíz genera la 
movilización de las reservas de sacarosa.  
Además muestra correlaciones directas con el porcentaje de materia seca de los diferentes 
órganos de la planta (peciolo, hojas y raíz) y con el sodio. Esto remarca nuevamente, como la prolina 
es una respuesta al déficit hídrico. El número de hojas por planta, el LAI y la superficie foliar 
específica se correlacionan de forma inversa con la prolina. La disminución de la cobertura es un 
mecanismo bien conocido de las plantas para tolerar situaciones de sequía. En condiciones de déficit 
hídrico las plantas de remolacha disminuyen su área foliar y acumulan osmolitos compatibles, como 
la prolina en la raíz.  
 
Tabla 4.5. Correlaciones entre prolina y los parámetros agronómicos durante la las tres campañas. Para las 
correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y microtúneles. AAmino: 
nitrógeno alfa-amino, AzRed: azúcares reductores, %MSP: porcentaje de materia seca de peciolo, %MSH: 
porcentaje de materia seca de hoja, %MSL: porcentaje de materia seca de limbo, LAI: índice de área foliar, 
SFE MS: superficie foliar específica por masa seca. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las 
correlaciones mostradas tienen una significación <10-5. Se muestra en negrita aquellas correlaciones con 
sign.<10-14. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 C.P.(r) N 
AAmino Prolina- raíz-Ugpf 0,671 104 
AzRed Prolina- raíz-Ugpf 0,502 104 
Hojas/Planta Prolina- raíz-Ugpf -0,509 96 
%MSP Prolina- raíz-Ugpf 0,525 93 
%MSH Prolina- raíz-Ugpf 0,536 92 
%MSL Prolina- raíz-Ugpf 0,521 92 
Sodio Prolina- hoja-Ugpf 0,512 79 
LAI Prolina- raíz-Ugpf -0,588 76 
SFE MS Prolina- raíz-Ugpf -0,531 76 
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3.5.  VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA 
(PEPC) 
 
La fosfoenolpiruvato carboxilasa es una enzima carboxiladora, ubicua, con gran variedad de 
funciones en las plantas. Esta enzima juega un papel fundamental suministrando esqueletos 
carbonados al ciclo de Krebs para la síntesis de aminoácidos (función anaplerótica) desplazando el 
equilibrio C/N hacia el N. Esta es su función fundamental en los órganos heterótrofos como es el 
caso de las raíces (González et al. 1998; Echevarría & Vidal 2003).  
En estudios anteriores en nuestro laboratorio, se determinó  la actividad PEPC de la raíz de la 
remolacha azucarera en diferentes condiciones de manejo del cultivo. Pero no se había abordado el 
estudio de los mecanismos de regulación de la PEPC en esta raíz. Con frecuencia, los parámetros 
evaluados en esta enzima son la actividad específica y los niveles de fosforilación. El estado de 
fosforilación de la enzima se mide a través de la determinación de su sensibilidad a su efector 
negativo, el L-malato. La PEPC es una enzima fuertemente regulada por fosforilación reversible y 
esta fosforilación desensibiliza a la enzima frente a este efector negativo (Chollet et al. 1996). La 
concentración de L-malato a la cual la enzima es inhibida al 50% (IC50) es el parámetro comúnmente 
utilizado para determinar el estado de fosforilación (Chollet et al. 1996). La dificultad de calcular la 
IC50 en algunos tejidos y órganos C3 ha llevado a diseñar otros ensayos para evaluar el grado de 
fosforilación de la enzima. En concreto, la relación de la actividad de la enzima entre el pH óptimo 
de 8 y la actividad a los pHs subóptimo de 7,3 y 7,1 han puesto en evidencia que dicha relación 
disminuye cuando la enzima se encuentra más fosforilada (Echevarría & Vidal 2003). Así mismo se 
ha visto un aumento de la afinidad de la enzima por su efector positivo, la glucosa-6P, cuando la 
enzima está fosforilada (Echevarría & Vidal 2003). En este trabajo se ha determinado la actividad de 
la enzima a distintos pHs (7,1; 7,3 y 8) y la activación que se produce a estos mismos pHs en 
presencia de glucosa-6P para profundizar en la caracterización de esta enzima en la raíz de Beta 
vulgaris además de para correlacionar posibles patrones de respuesta a estrés con la actividad y el 
estado de fosforilación de   esta enzima. 
Todos estos estudios se realizaron durante las campañas agrícolas de 2004 a 2006. A 
continuación se presentan los resultados obtenidos para cada campaña agrícola y finalmente se hará 
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3.5.1. Campaña agrícola 2003-2004 (1ª campaña) 
 
3.5.1.1. Evolución de la actividad PEPC durante la 1ª campaña 
 
Los valores de actividad específica y actividad total a pH 8 de la PEPC son bajos 
comparados con los valores obtenidos en otras campañas (Jiménez 2004). La actividad específica se 
mantiene entre 0,1 y 0,27 U/mg  prot.  (Fig. 5.1 y 5.2), valores comparables a los de la variedad 
Monatunno, variedad de baja actividad PEPC, de campañas anteriores (Jiménez 2004). La actividad 
total permanece entre 0,05 y 0,35 U/gpf. En campañas anteriores se mantuvo entre 0,2 y 0,4 U/gpf, 
siendo los mínimos que se muestran hasta 4 veces menores que los mínimos de anteriores campañas.  
El perfil de la actividad específica presenta dos zonas: los muestreos hasta el 1 de mayo, 
con una actividad baja y con pocas fluctuaciones, y a partir de ese muestreo, las tres condiciones 
comienzan a presentar mayor dispersión. Las plantas del control aumentan su actividad llegando a 
un máximo de 0,2 el 28 de junio y descendiendo a su mínimo en el último muestreo del 26 de julio. 
Los tratamientos bajo plástico presentan sus máximos en los muestreos de principio y mitad de junio, 
antes que el control, descendiendo igual que este en el último muestreo. Se observa diferencia 
significativa entre los tratamientos en el segundo y en el cuarto muestreo, presentando T3 los valores 
más altos y T2 los más bajos. 
La actividad total muestra para los tres tratamientos un perfil descendente hasta el muestreo 
del 7 de junio (exceptuando el pico de gran variabilidad para T2 del tercer muestreo) y a partir de esa 
fecha comienza a aumentar para alcanzar los máximos de las tres condiciones en el último muestreo. 
Aunque T2 muestra valores más bajos en todos los muestreos en actividad total, no hay una diferencia 
estadísticamente significativa entre el comportamiento de las tres condiciones.  
En cuanto a la actividad específica, el pico de producción de N--amino del muestreo del 28 
de junio para T2 (Fig.5.4) coincide con una caída de la actividad PEPC precisamente en esa fecha y 
en ese tratamiento (T2). En las gráficas (Fig. 5.5 y 5.6) puede observarse que los dos días previos a 
ese evento, se produjo en el tratamiento 2 una combinación de altísima temperatura y baja humedad 
relativa que pudiera estar en la base de una disminución puntual de actividad PEPC de T2 y 
acumulación de N--amino.  
  




Figura 5.1. Evolución a lo largo de los muestreos de 
la actividad específica de la  PEPC medida a pH 8. (-
♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; Las barras de error 
muestran  EE. ANOVA I y Tukey-b, (*) p<0,05; 
(**) p<0,01. (***) p<0,001. Diferencias entre 
tratamientos explicadas en el texto. 
 
 
Figura 5.2. Evolución a lo largo de los muestreos de 
la actividad total de la  PEPC medida a pH 8. (-●-) 
Control; (-●-) T2; (-●-) T3; Las barras de error 
muestran  EE. ANOVA I y Tukey-b, (*) p<0,05; 
(**) p<0,01. (***) p<0,001. Diferencias entre 










Figura 5.3. Contenido en NO3 en jugo de peciolos 
en las tres condiciones de manejo. (-♦-) Control; (-■-
) T2; (-●-) T3. Las barras de error muestran  EE. 
Datos facilitados por AIMCRA. 
 
Figura 5.4. Contenido en N--amino en raíz en las 
tres condiciones de manejo. (-♦-) Control; (-■-) T2; 
(-●-) T3. Las barras de error muestran  EE. Datos 
facilitados por AIMCRA. 
 
  
Figura 5.5. Temperaturas máximas previas al 6º 
muestreo (28 de junio) en las tres condiciones. 
Figura 5.6. Valores de humedad relativa mínima 
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3.5.1.2. Niveles de activación de la PEPC durante la 1ª campaña 
 
Para evaluar la posible relación entre los diferentes tratamientos de calor y el grado de 
fosforilación de la enzima, se calculó la relación de la Actividad PEPC determinada a pH 8/Actividad 
PEPC determinada a pH 7,1 (relación pH8/pH7,1 en adelante), el % de inhibición en presencia de L-
malato y la activación de la PEPC por su efector positivo, la glu6-P a los diferentes pHs estudiados. 
Como se comentó al inicio, estos parámetros se utilizan para medir el grado de activación de la PEPC 
por fosforilación. Se ha descrito que valores altos en la relación pH 8/7,1, en la inhibición con málico 
y en la activación con glucosa 6P implican menor grado de fosforilación de la enzima (Echevarría et 
al. 1994).  
En la relación pH 8/7,1 mostrada en la figura 5.7, se observan diferencias significativas 
entre los tratamientos. T2 presenta bajos niveles de fosforilación en el primer muestreo. En este 
muestreo hay diferencia significativa entre T2 y las otras dos condiciones. Es en el segundo y tercer 
muestreo donde el control y T3 muestran menor fosforilación. T2 mantiene niveles bajos con 
diferencias estadísticamente significativas entre T2 y los otros tratamientos en el 3º muestreo (17 de 
mayo). A partir del 31 de mayo los valores estudiados bajan indicando un aumento de la fosforilación 
de la enzima en ese periodo. Estos resultados se ven confirmados con las determinaciones de la 
sensibilidad al L-malato de la PEPC, mostrados en la figura 5.8 donde en general, los valores de 
PEPC caen en los últimos muestreos indicando una enzima más fosforilada. Las raíces de las 
remolachas control presentan los mínimos de inhibición en los tres últimos muestreos. En el control 
el perfil es similar al de las remolachas bajo los túneles pero con los máximos y los mínimos 
alcanzados retrasados respecto a los tratamientos.  
  





Figura 5.7. Relación entre la actividad PEPC 
medida a pH8 y medida a pH7,1 en cada una de las 
fechas muestreadas para las tres condiciones de 
manejo. (-♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; Las barras 
de error muestran  EE. ANOVA I y Tukey-b, (*) 
p<0,05; (**) p<0,01. (***) p<0,001. Difrencias entre 
tratamientos explicadas en el texto. 
Figura 5.8. % de inhibición de la actividad PEPC 
medida a pH 7,3 en presencia de 1 mM de L-malato 
para las fechas muestreadas y las tres condiciones de 
manejo. (-●-) Control; (-●-) T2; (-●-) T3; Las barras 
de error muestran  EE. ANOVA I y Tukey-b, (*) 
p<0,05; (**) p<0,01. (***) p<0,001. Difrencias entre 
tratamientos explicadas en el texto. 
 
Los resultados obtenidos con la activación de la G6P van en el sentido de los obtenidos con la 
relación pH8/pH7,1 y con la sensibilidad al malato, y muestran mayores valores de activación a pH 
7,1 y 7,3 en los meses de mayo, para caer en los meses de junio y julio. Menores valores de activación 
indican una enzima con mayor grado de fosforilación (Fig. 5.9). A pH 8 no se detecta activación de 
acuerdo con lo establecido en trabajos anteriores donde se muestra que una activación diferencial de 
la PEPC  por G6P en relación al estado de fosforilación de la enzima solo se detecta a los pHs 
subóptimos de 7,1 y 7,3 y no a pH óptimo de 8 (Echevarría & Vidal 2003).  
 
Respecto a la diferencia entre los tratamientos es el tratamiento sin ventilación, T2 (tratamiento 
de mayor temperatura) el que muestra menores valores de activación (Fig. 5.B)   por lo tanto, mayor 
fosforilación de la PEPC. En la gráfica de actividad total (Fig. 5.2) puede observarse que la actividad 
de la PEPC en los cuatro primeros muestreos se mantiene más baja y estable que para la segunda 
parte de los muestreos, a partir del 31 de mayo. Esa es la fecha en la que cambia también la activación 
y la fosforilación. Estos datos parecen mostrar dos momentos para la enzima:  
- El mes de mayo, con bajos valores de actividad PEPC en todos los tratamientos y menores 
niveles de fosforilación y  
- A partir del 31 de mayo: La actividad aumenta en los tres tratamientos, también la 
variabilidad y la enzima muestra un mayor nivel de fosforilación. 
Cabría destacar la mayor fosforilación mantenida a lo largo del ensayo en el tratamiento T2, que 
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En las condiciones de esta campaña parece que un mayor estrés en la planta (condiciones de 
junio-julio para todo el cultivo y condiciones de T2) va acompañado de un mayor estado de 
fosforilación en la PEPC de la raíz. 
  


































C) Ventilado (T3)  
Figura 5.9. Evolución a lo largo de los muestreos de la activación de la  PEPC en presencia de Glucosa-
6-P a concentraciones saturantes (4 mM) y a distintos pHs, (actividad con G-6-P/actividad sin G-6-P). A) 
Control; B) T2; C) T3. (-●-) pH 8; (-∆-) pH 7,3; (-o-) pH 7,1. ANOVA I y Tukey-b, (* ) p < 0,05; (** ) p 
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3.5.1.3. Medidas de la PEPC en hojas durante la primera campaña 
 
Durante esta primera campaña también se midió la actividad PEPC en las hojas. La actividad 
fue medida a pH8 ya que a pH7,3 y 7,1 no se detectaba actividad. Solo se analizaron las muestras a 
partir de mayo que es cuando la planta empieza la fase de acumulación de azúcar.  
 
El perfil de la actividad en hojas es en cierta forma opuesto a la actividad en la raíz. En cuanto 
a la actividad total, en raíces no hay diferencia entre los tratamientos y tiene un perfil ligeramente 
ascendente hacia las fechas de recolección. La actividad específica permanecía baja en los primeros 
muestreos subiendo en los muestreos de final de mayo principio de junio, que es precisamente cuando 
desciende la actividad específica en las hojas. Cabe destacar los rangos en comparación con la raíz. 
En la medida de actividad específica, la raíz presenta valores entre 1,75 (mínimos) y 2,5 (máximos) 
veces más altos que en las hojas. En actividad total es la hoja la que se sitúa por encima con valores 
entre 5,7 (mínimos) y 3,7 (máximos) veces más altos que en la raíz.  
 
 
Figura 5.10. Actividad total en hojas de remolacha a partir del 4º muestreo medida a pH 8. (-♦-) Control; 














Tunel 1 Tunel 2 Tunel 3
3.5. Valoración de la actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)                                               Resultados 
179 
 
Figura 5.11. Actividad específica en hojas de remolacha a partir del 4º muestreo medida a pH 8. (-♦-) 
Control; (-■-) T2; (-▲-) T3. 
 
 
3.5.1.4. Patrones de monoubiquitinación de la PEPC en hojas y raíces durante la 1ª campaña 
 
Recientemente se ha puesto en evidencia que la PEPC además de regularse por fosforilación, 
sufre otra modificación postraduccional por monoubiquitinación que por el momento es inhibidora 
cuando se analiza la enzima purificada de semillas de sorgo (Ruiz-Ballesta et al. 2014), pero que 
tiene un efecto contrario cuando la actividad de la enzima monoubiquitinada se determina en 
extractos crudos de semilla (datos no publicados). Pocos son los estudios que por el momento se han 
hecho acerca de la monoubiquitinación de la PEPC por lo que nos pareció de interés ver los patrones 
de monoubiquitinación en la hoja y raíz de remolacha. La monoubiquitinación de la PEPC se detecta 
en Western blot. Con esta técnica, se revelan dos bandas de PEPC de 110 y 107 kDa que indican la 
forma monoubiquitinada y desubiquitinada, respectivamente, de la enzima. La figura 5.12 muestra 
el Wester blot de hojas del último muestro mostrando una PEPC monoubiquitinada en el control y 
en todos los tratamientos con una proporción similar de enzima ubiquitinada y desubiquitinada, 
indicando que los tratamientos con el túnel no afectaron ni en cantidad ni en proporción a la 
monoubiquitinación de la PEPC de hojas.  
En las raíces se analizaron todos los muestreos (Fig. 6.13) y se aprecia: i) que el patrón es 
prácticamente equivalente en todos los muestreos, ii) que los niveles de monoubiquitinación de la 
PEPC, aunque la banda 110 kDa está presente, son muy bajos y iii) que no existen diferencias entre 
los tratamientos.  
En su conjunto los resultados muestran una baja monoubiquitinación de la PEPC en la raíz 
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independientemente de los tratamientos. Estos son los primeros resultados que muestran los patrones 
de monoubiquitinación de la remolacha azucarera.  
 
Figura 5.12. Western blot de hojas de la campaña 2003/2004 en las tres condiciones en el ensayo 
con túneles. T1, Control; T2, túnel sin ventilación; T3, túnel ventilado. En la parte superior de la 
figura se indican las fechas de los muestreos. Para las hojas se cargaron 47 μg por pocillo. La proteína 





Figura 5.13. Western blot de raíces de la campaña 2003/2004 en las tres condiciones en el ensayo 
con túneles. T1, Control; T2, túnel sin ventilación; T3, túnel ventilado. En la parte superior de la 
figura se indican las fechas de los muestreos. Para las raíces se cargó 0,1 U por pocillo. La proteína 
se reveló con anticuerpos antiPEPC.   
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3.5.1.5. Correlaciones de la actividad PEPC con el resto de parámetros estudiados durante la 1ª 
campaña 
 
Para establecer correlaciones de interés entre la actividad PEPC y el resto de parámetros 
estudiados se realizó un análisis de correlación de Pearson. Se han seleccionados aquellas 
correlaciones importantes que presentan un tamaño de muestra, n>4, |r|>0,5 y p<0,05.   
En primer lugar se analizarán las correlaciones de la actividad PEPC a los distintos pHs 
ensayados, con los parámetros agronómicos, ambientales y metabólicos que se muestran en la tabla 
5.1. La actividad total a pH 8 es la que muestra mayor número de correlaciones. Es muy llamativo la 
gran diversidad de correlaciones que presenta esta actividad enzimática en la primera campaña con 
diversos factores relacionados con el crecimiento, la aclimatación y el metabolismo de la raíz. 
El análisis de las correlaciones inversas con los parámetros climáticos, nos indica que la 
actividad PEPC disminuye: 
- Cuando aumenta la temperatura máxima, mínima y media (filas 1-4). 
- Cuando aumenta la integral térmica (GDIA), y por lo tanto al avanzar el estado fenológico 
del cultivo (filas 5-8). 
- Al aumentar la evapotranspiración potencial (ETo, filas 9-12).  
Este conjunto de correlaciones indican que la actividad PEPC disminuye hacia los momentos 
finales del cultivo, con atmósfera más seca, mayor Tª y menor contenido hídrico. . 
Las correlaciones con los parámetros agronómicos indica que la actividad PEPC disminuye 
- Cuando aumenta la producción de raíz y de planta. Al ir creciendo la raíz acumuladora la 
actividad PEPC a pH 8 disminuye (filas 15-19). 
- Cuando aumenta la polarización, los azúcares reductores, el brix, y el % de materia seca de 
los diferentes órganos (filas 25-27 y 22-24).  
Estas correlaciones refuerzan en primer lugar lo observado en las correlaciones climáticas: 
la actividad PEPC disminuye al avanzar la edad del cultivo. La polarización tiene una estrecha 
correlación con el estado fenológico de la planta (GDIA), que acumula mayor porcentaje de azúcar 
al acercarse el verano. En segundo lugar, indica que las condiciones de presión ambiental disminuyen 
la actividad PEPC. Lo azúcares reductores, el brix y el % de materia seca aumentan al llegar el verano 
por efecto de las altas Tª, ambiente seco y , acumulación de solutos compatibles. Durante el  periodo 
de acumulación de la raíz o en situaciones que desencadenen el estrés hídrico de la planta, la actividad 
total de la PEPC disminuye. 
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Tabla 5.1. Correlaciones entre la actividad PEPC (total y específica medida a pH 8, pH 7,3, pH 7,1) y los 
parámetros climáticos y agronómicos durante la primera campaña. Para las correlaciones se han tenido en 
cuenta los datos del ensayo térmico. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos 
las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign.<10-
5. Se han marcado en negrita las correlaciones con significaciones más importantes. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
1 TMIN PEPC-pH8-U/gpf -0,863***** 24 
2 TMAX PEPC-pH8-U/gpf -0,827***** 24 
3 TMEDIA PEPC-pH8-U/gpf -0,826***** 24 
4 TMAX PEPC-pH7,3-Ugpf -0,500* 24 
5 GDÍA6d PEPC-pH8-U/gpf -0,813***** 24 
6 GDÍA2d PEPC-pH8-U/gpf -0,799***** 24 
7 GDÍA4d PEPC-pH8-U/gpf -0,790***** 24 
8 GDÍA PEPC-pH8-U/gpf -0,788***** 24 
9 EToC4d PEPC-pH8-U/gpf -0,797***** 24 
10 EToC PEPC-pH8-U/gpf -0,784***** 24 
11 EToC6d PEPC-pH8-U/gpf -0,760**** 24 
12 EToC2d PEPC-pH8-U/gpf -0,737**** 24 
13 HRMIN PEPC-pH8-U/gpf 0,733* 8 
14 HRMEDIA PEPC-pH8-U/gpf 0,701*** 24 
15 ProdR PEPC-pH8-U/gpf -0,823***** 24 
16 ProdPl PEPC-pH8-U/gpf -0,581** 24 
17 ProdMSR PEPC-pH8-U/gpf -0,802***** 24 
18 ProdMSPl PEPC-pH8-U/gpf -0,787***** 23 
19 ProdMSL PEPC-pH8-U/gpf 0,509* 23 
20 LAI PEPC-pH8-U/gpf 0,585** 23 
21 ProdH PEPC-pH8-U/gpf 0,510* 24 
22 %MSP PEPC-pH8-U/gpf -0,620** 23 
23 %MSL PEPC-pH8-U/gpf -0,509* 23 
24 %MSH PEPC-pH8-U/gpf -0,564** 23 
25 Polarización PEPC-pH8-U/gpf -0,608** 24 
26 Az Reductores PEPC-pH7,3-U/mgprot -0,560** 24 
27 BRIX PEPC-pH8-U/gpf -0,505* 24 
28 NNMsP PEPC-pH8-U/gpf 0,713*** 20 
29 NNJUP PEPC-pH8-U/gpf 0,900***** 23 
30 NTR PEPC-pH8-U/gpf 0,757**** 21 
31 Proteína Ugpf PEPC-pH8-U/gpf 0,770***** 27 
32 Sodio PEPC-pH8-U/gpf 0,775***** 24 
33 Potasio PEPC-pH8-U/gpf 0,793***** 24 
34 Glucosa-Ugpf PEPC-pH8-U/gpf 0,808***** 27 
35 IA-Umgprot PEPC-pH7,3-U/mgprot 0,509** 27 
36 SS-Ugpf PEPC-pH8-U/gpf 0,827***** 27 
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En la tabla 5.1 también se muestra el análisis de las correlaciones directas que nos indican 
los parámetros que varían en el mismo sentido que la actividad PEPC. Así, la actividad PEPC 
aumenta: 
- Cuando es mayor la humedad relativa mínima y media (filas 13 y 14) 
- Cuando hay una mayor producción de hojas, LAI y limbos (filas 19, 20, 21). 
- Cuando hay una mayor cantidad de nutrientes nitrogenados circulando por la planta, tanto 
nitrógeno (N total (fila 30), N en masa seca de planta (fila 28), N en jugo de peciolos (fila 
29) como Na+ (fila 32) y K+ (fila 33), además de mayor cantidad de proteínas (fila 31). 
- Cuando hay mayor cantidad de fotoasimilados (glucosa, fila 34) y una mayor actividad 
metabólica de crecimiento en la raíz, como indican las altas correlaciones con la invertasa 
ácida (fila 35) y sobre todo con la SS (fila 36). 
Este conjunto de resultados indica que la actividad PEPC durante esta primera campaña, es 
mayor en las situaciones de crecimiento activo de la planta.  La actividad de la PEPC de la raíz estaría 
conectada con el crecimiento de la parte vegetativa, el flujo de fotoasimilados y nutrientes 
nitrogenados y el crecimiento de la raíz (relación con SS e invertasa). Estas correlaciones serían un 
ejemplo de la función anaplerótica de la PEPC en la raíz de remolacha y su papel clave en el 
metabolismo del C y del N, sobre todo en las situaciones de crecimiento de la planta.  
 
3.5.1.6. Correlaciones entre los parámetros indicadores de la regulación de la PEPC por 
fosforilación durante la 1ª campaña 
 
También se realizó un análisis de correlaciones para los distintos parámetros utilizados para 
medir el grado de fosforilación de la PEPC. Las correlaciones más importantes encontradas se 
muestran en la tabla 5.2. 
Las correlaciones entre los parámetros que determinan el nivel de fosforilación son 
contundentes. Existe una importante correlación inversa entre la relación pH8/7,1 y 7,3 y la actividad 
en presencia de distintas concentraciones de málico, como se muestra entre las filas 1-18 (PEPC- 
2mM –U/mg prot sería la actividad específica de la PEPC medida en presencia de 2 mM de málico). 
Un mayor ratio pH8/pHs subóptimos implica menor actividad PEPC en presencia de distintas 
concentraciones de málico. Estas correlaciones muestran coeficientes de Pearson muy elevados, en 
valor absoluto, de hasta -0,96. Son las concentraciones de málico entre 0,5 mM y 3 mM las que 
mayores valores de r (mejor ajuste lineal) presentan. Estos datos muestran que  a pesar de la 
dispersión de los datos representados en las gráficas, ambos parámetros van en el mismo sentido e 
indican la presencia de una PEPC desfosforilada.   
Las filas 19, 20  y 21 muestran las correlaciones entre este ratio y la activación por glucosa-
6P a pH7,3 y pH7,1. Las correlaciones son positivas, indicando que mayores valores de la relación 
entre pHs también muestran mayores valores de activación en presencia de glucosa-6P.  
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Estos datos muestran que durante esta primera campaña los tres parámetros utilizados para 
medir el grado de fosforilación de la PEPC de raíz concuerdan con lo descrito para la PEPC 
fotosintéticas: mayores valores de la relación pH8/pHs subóptimos implican mayores valores de 
activación en presencia del efector positivo y mayor inhibición en presencia del efector negativo. 
Estos valores en la bibliografía, correspondería con una enzima desfosforilada (Chollet et al. 1996). 
 
Tabla 5.2. Correlaciones entre la tasa pH8/pH 7,3 y pH8/pH 7,1 con el resto de parámetros medidos para 
determinar el estado de fosforilación de la PEPC durante la primera campaña. Para las correlaciones se han 
tenido en cuenta los datos del ensayo térmico. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con 
asteriscos las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) 
sign.<10-5. Se han marcado en negrita las correlaciones con significaciones más importantes. 
 
 VARIABLE 1 VARIABLE 2 CP (r) N 
1 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-2mM-U/mgprot -0,960*** 7 
2 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-3mM-Ugpf -0,944** 6 
3 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-3mM-Ugpf -0,906* 6 
4 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-2mM-U/mgprot -0,899** 7 
5 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-3mM-U/mgprot -0,856* 6 
6 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-1,5mM-U/mgprot -0,845** 11 
7 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-0,5mM-U/mgprot -0,833**** 17 
8 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-2mM-Ugpf -0,804* 7 
9 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC -02mM-Ugpf -0,780*** 17 
10 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-1mM-U/mgprot -0,762***** 26 
11 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC- 0,2mM-Ugpf -0,749*** 17 
12 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC- 0,2mM-Umgprot -0,738*** 17 
13 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC- 0,2mM-Umgprot -0,675** 17 
14 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-0,5mM-U/mgprot -0,644** 17 
15 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-0,5mM-U/gpf -0,5687* 17 
16 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-1mM-U/mgprot -0,561** 26 
17 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-1mM-U/gpf -0,555** 26 
18 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-0,5mM-U/gpf -0,554* 17 
19 PEPC-pH8/pH7,1 PEPC-1mM-U/gpf -0,518** 26 
20 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC- pH7,3-ActivacionG6P 0,623*** 27 
21 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC- pH7,1-ActivacionG6P 0,633*** 27 
 
 
Cuando se representan los parámetros del grado de fosforilación en función  del grado de 
desarrollo de la planta (Integral térmica, GDIA) esta correlación se hace evidente. Los valores de 
activación son más altos coincidiendo con mayores valores en la relación pH8/pH 7,3 (Fig. 5.14, A 
y B) y lo mismo para las determinaciones a pH subóptimo de 7,1.  
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A) Activación glucosa-6P medida a pH7,3 B) Relación pH8/7,3 
  
C) Activación glucosa-6P medida a pH7,1 D) Relación pH8/7,1 
Figura 5.14. Grado de activación de la PEPC en función de la integral térmica (nivel fenológico del cultivo). 
Representación de la activación por glucosa-6P y la relación entre pHs en función de los grados-día para los tres 
tratamientos en la campaña 2003-2004. (-●-) Control; (-●-) T2; (-●-) T3.  
 
3.5.1.7. Correlaciones entre la fosforilación de la PEPC y los demás parámetros estudiados 
durante la 1ª campaña 
 
Para tratar de identificar las correlaciones de la fosforilación de la PEPC de raíz y el resto de 
parámetros medidos, se realizaron las correlaciones entre los indicadores del nivel de fosforilación 
(pH8/7,3; pH8/7,1; Activación con glucosa-6P a pH7,3; Activación con glucosa-6P  a pH7,1; % 
Inhibición con málico 2 mM; % Inhibición con málico 3 mM). Los resultados se muestran en la tabla 
5.3. 
En las primeras filas se muestran los parámetros climáticos. La evapotranspiración potencial 
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y la activación con glucosa-6P. Esto indica que atmósferas más secas implicarían una mayor 
fosforilación de la PEPC de la raíz. 
Las filas 4-8 muestran las correlaciones con la integral térmica (GDIA). En este caso también 
es inversa, con lo que la fosforilación aumentaría al aumentar la edad del cultivo y también los grados 
día (GD). La temperatura mínima también se correlaciona inversamente con los niveles de 
fosforilación (filas 9-11): el aumento de las temperaturas mínimas implica una disminución de la 
relación pH8/pHs subóptimos y de la activación con glucosa-6P, por lo tanto un aumento en el grado 
de fosforilación de la PEPC. En la fila 12 se muestra la correlación con el nitrógeno -amino que 
también es inversa respecto a la activación con glucosa-6P, por tanto, mayores niveles de -amino 
se correlacionan con menores niveles de activación, lo que significa más fosforilación. A partir de la 
fila 13 se muestran los parámetros que están correlacionados de forma directa con los indicadores de 
fosforilación. La cantidad de glucosa, la producción de hojas, la actividad sacarosa sintasa y la 
cantidad de ATP se correlacionan de forma positiva con la activación por glucosa-6P y la relación 
entre pHs. Aumentos en los parámetros anteriormente citados supondrían que la PEPC se encuentra 
preferentemente en su forma desfosforilada . En las filas de la 18-26 se muestran parámetros 
relacionados con la cantidad de nitrógeno de la hoja y de proteína en la raíz. El aumento de estos 
parámetros iría unido a una disminución de la fosforilación de la PEPC de raíz.  
 
Tabla 5.3. Correlaciones entre los parámetros indicadores del nivel de activación de la PEPC (relación entre 
pHs, activación con glucosa-6P e inhibición con málico) y el resto de parámetros agronómicos, climáticos y 
metabólicos durante la primera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos del térmico. 
CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) 
sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign.<10-5. Se han marcado en negrita las 
correlaciones con significaciones más importantes. 
 
 VARIABLE 1 VARIABLE 2 C.P. (r) N 
1 EToC6d PEPC-pH8/pH7,3 -0,549** 24 
2 EToC4d PEPC-pH8/pH7,3 -0,507* 24 
3 EToC6d PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,591** 24 
4 GDÍA PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,567** 24 
5 GDÍA6d PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,553** 24 
6 GDÍA4d PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,532** 24 
7 GDÍA6d PEPC-pH8/pH7,3 -0,526** 24 
8 GDÍA2d PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,513* 24 
9 TMIN PEPC-pH8/pH7,3 -0,569** 24 
10 TMIN PEPC-pH8/pH7,1 -0,506* 24 
11 TMIN PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,550** 24 
12 RAAmino PEPC-pH7,3-ActivacionG6P -0,552** 24 
13 Glucosa- Ugpf PEPC-pH8/pH7,3 0,515** 27 
14 ProdH PEPC-pH7,3-ActivacionG6P 0,519** 24 
15 SS -Ugpf PEPC-pH8/pH7,3 0,514** 27 
16 SS- Ugpf PEPC-pH7,3-ActivacionG6P 0,522** 27 
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17 Adenilatos ATPnanoM PEPC-pH8/pH7,3 0,552** 24 
18 Proteína- Ugpf PEPC-pH8/pH7,1 0,521** 27 
19 NTL PEPC-pH8/pH7,1 0,518* 20 
20 NNMSP PEPC-pH8/pH7,3 0,529* 20 
21 NTL PEPC-pH8/pH7,3 0,548* 20 
22 NNMSP PEPC-pH7,3-ActivacionG6P 0,557* 20 
23 NTL PEPC-pH7,1-ActivacionG6P 0,615** 20 
24 NTL PEPC-pH7,3-ActivacionG6P 0,625** 20 
25 Proteína- Ugpf PEPC-pH8/pH7,3 0,709***** 27 
26 NTP PEPC-SIN-2mM-Inhibicion 0,981* 4 
 
 
Durante esta campaña 2004, la fosforilación de la PEPC de raíz es promovida en las siguientes 
circunstancias: 
- Aumento de la presión ambiental acumulada (estrés hídrico acumulado), la edad del cultivo 
y el aumento de la temperatura mínima. 
- El aumento de nitrógeno -amino, que está relacionado con la acumulación de osmolitos 
compatibles en situaciones de déficit hídrico. 
- La disminución de glucosa en la raíz, de producción foliar o de los niveles de ATP.  
- La disminución de proteínas en la raíz o del nitrógeno en las hojas. 
Esto parece indicar que las situaciones de estrés ambiental, las pérdidas de nitrógeno y la llegada de 
fotoasimilados en las raíces, promueven la fosforilación de la PEPC de raíz en remolacha azucarera 
durante esta primera campaña. 
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3.5.2. Campaña agrícola 2004-2005 (2ª campaña) 
 
3.5.2.1. Evolución de la actividad PEPC 
 
En esta campaña se encuentran valores de actividad específica de PEPC más bajos que los 
observados en campañas anteriores. Mientras que en el 2004 el rango de actividad a pH 8 se 
encontraba entre 0,08-0,26 U/mg prot (Fig. 5.1), en esta campaña los valores se distribuyen entre 
0,05-0,18 U/mg prot (Fig. 5.15). La determinación de la actividad a pH óptimo de 8 nos da 
información de la cantidad de enzima existente, independientemente de su estado de activación. En 
este sentido, el tratamiento 3 presenta una mayor actividad específica a pH 8 en la mayoría de los 
muestreos, por lo tanto una mayor cantidad de enzima (Fig. 5.15). 
En  actividad específica se muestran dos picos relevantes para T1, T2 y T3, el tratamiento 
que sufrió mayor estrés, es en el que menos varía la actividad (Fig.5.15). El control y T2 sufren más 
variaciones a lo largo del periodo muestreado, mostrando ambos sus valores máximos en el 5º 
muestreo (30 de mayo). Los mínimos se alcanzan en el 7º (7 de junio) y para las tres condiciones en 
el muestreo final. Se encuentran diferencias significativas entre los tres tratamientos para la actividad 
total en los muestreos 3º, 5º y 6º. 
En la actividad total (Fig.5.16), el perfil descendente se hace evidente en los tres 
tratamientos, mostrando T3 una clara estabilidad a lo largo del periodo estudiado. La actividad PEPC 
en el control es en la condición en la que más oscila, mostrando picos máximos en el 5º muestreo y 
el mínimo en el 6º. T2 se mantiene con niveles intermedios entre T1 y T3. La condición control 




Figura 5.15. Evolución a lo largo de los muestreos de la 
actividad específica de la  PEPC medida a pH 8. (-♦-) 
Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; Las barras de error muestran 
 EE. ANOVA I y Tukey-b, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. 
(***) p < 0,001. Difrencias entre tratamientos explicadas 
en el texto. 
Figura 5.16. Evolución a lo largo de los muestreos de la 
actividad total de la  PEPC medida a pH 8. (-●-) Control; 
(-●-) T2; (-●-) T3; Las barras de error muestran  EE. 
ANOVA I y Tukey-b, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. (***) 
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Estos resultados muestran una mayor estabilidad de la actividad PEPC en la condición del 
tratamiento T3 (túnel cerrado). 
 
3.5.2.2. Niveles de fosforilación de la PEPC durante la 2ª campaña 
 
Los valores que indican el estado de fosforilación de la enzima muestran  que también se 
encuentran importantes diferencias entre T1 y T3 en la relación pH 8/pH 7,1 (Fig. 5.17). T3 mantiene 
en general niveles más altos del ratio pH8/7,1. T1 muestra en general los niveles más bajos. Sin 
embargo, ambos estarían por debajo de los valores alcanzados en todos los muestreos de  la campaña 
anterior, donde los máximos llegaban a 16 (Fig. 5.7). Por lo que estos valores por debajo de 9 estarían 
en relación con una forma enzimática preferentemente fosforilada. En el mismo sentido encontramos 
los valores de % de inhibición de la PEPC en presencia de 1 mM de málico  (Fig. 5.18). Sólo se 
midió la inhibición con málico a partir de 5º muestreo, con lo que el primer punto de la figura 5.18 
coincide con el muestreo 5º, del 30 mayo. El tratamiento T3 muestra un perfil de descenso y luego 
aumento de la inhibición, que concuerda parcialmente con el perfil mostrado para el ratio pH8/7,1.  
Los valores de activación con glucosa-6-P (Fig.5.19) reproducen el efecto del pH sobre la activación 
de la campaña 2003/2004. A pH 8 no se produce activación y a pHs suboptimos de 7,1 y 7,3 si se 
activa la enzima (Chollet et al. 1996). Todos los valores de activación se encuentran por debajo de 
los máximos de la campaña anterior, en el rango de lo observado para los muestreos de junio y julio 
del 2004. En la campaña anterior se observó un alto grado de activación en el mes de abril y mayo 
(Fig. 5.9), que indicaba una enzima pobremente fosforilada. Esos resultados no se reproducen en esta 
campaña indicando que las mayores temperaturas y el déficit hídrico de la campaña dos, mantuvieron 
niveles más altos de fosforilación para la enzima. 
En general, los datos de activación por glucosa-6-P de esta campaña permanecen bajos lo 








Figura 5.17. Medida de la evolución de la fosforilación 
de la PEPC: Relación entre las actividades a pH 8 y pH 
7.1 (pH 8/ pH 7.1). (-♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3. 
ANOVA I y Tukey-b, (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) 
p<0,001. Difrencias entre tratamientos explicadas en el 
texto. 
Figura 5.18.  % de inhibición de la actividad PEPC 
medida a pH 7,3 en presencia de 1 mM de L-Malato para 
las 5 últimas fechas muestreadas y las tres condiciones de 
manejo. (-♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3. ANOVA I y 
Tukey-b, (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. 
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A) Tratamiento 1. Control 
B) Tratamiento 2. Intermedio 
C) Tratamiento 3. Extremo 
Figura 5. 19.  Evolución a lo largo de los muestreos de la activación de la  PEPC en presencia de glucosa-6-P 
a concentraciones saturantes (4 mM) y a distintos pHs, (actividad con G-6-P/actividad sin G-6-P). A) Control; 
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3.5.2.3. Estado de monoubiquitinación de la PEPC.  
 
Durante la segunda campaña se realizaron  Western blot de los extractos crudos de las 
condiciones T1 y T3 antes y después de recibir las plantas el golpe de calor (muestreos 1º y 2º) para 
buscar relaciones entre la monoubiquitinación el comportamiento de la PEPC y el estrés por calor 
recibido.  La figura 5.20 muestra que estos dos primeros muestreos de abril son muy similares en 
cuanto al patrón de monoubiquitinación, con baja proporción de enzima monoubiquitinada como 
ocurría en las raíces de la primera campaña (Fig. 6.13), y en contraste con el patrón de las hojas (Fig. 
5.12) que mostraba un alto grado de monoubiquitinación de la enzima con una relación de banda 
110/107 de 1. Los datos confirman por tanto que la PEPC de raíces está menos ubiquitinada que la 
de las hojas. En cuanto a los tratamientos de calor se observa una ligera disminución de la banda de 
110 kDa en las plantas tratadas (T3). Se resalta que en esta campaña la monoubiquitinación de la 




Figura 5.20. Western realizado en la condición T1 y T3 antes y después del golpe de calor de abril recibido 
por las plantas del túnel. Se cargaron 0,1 U de PEPC purificada control (PEPC exógena) y  0,08 U de PEPC 
para los muestreos.  
 
 
3.5.2.4. Correlaciones de la actividad PEPC con el resto de parámetros estudiados durante la 2ª 
campaña. 
 
Las correlaciones de la actividad PEPC a pH8 durante esta segunda campaña se muestran en 
la tabla 5.4. Existen numerosas coincidencias con la campaña anterior, de hecho en la mayoría de los 
parámetros coinciden las correlaciones de esta segunda campaña con los de la campaña anterior. 
Cabe destacar algunas diferencias. 
En esta segunda campaña, la actividad PEPC sólo se correlaciona con la Tª mínima (TMIN, 
fila 8). Durante la campaña anterior, la actividad PEPC a pH 8 mostraba altísimas correlaciones con 
la temperatura máxima y media. Con la evapotranspiración  puntual y acumulada (EToC, fila 4-7) 
también se debilita la correlación: durante esta segunda campaña las correlaciones son inversas 
también, pero con menor r y menor significación que en el 2004. La relación de la actividad PEPC a 
PEPC 
110 kDa 
108  kDa 
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pH 8 y el estado de desarrollo del cultivo es inversa (GDÍA, filas 1-3), igual que en la campaña del 
2004.   
Muy interesante es la correlación de la actividad PEPC con el brix de la raíz (BRIX, fila 13). 
En esta campaña este parámetro presenta una correlación inversa con la actividad PEPC total con un 
mayor r (0,7 en el 2005; 0,5 en el 2004) y sobre todo una significación muy alta (3,98*10-5 en el 
2005; 0,011 en el 2004). El aumento del brix de la raíz (mayor concentración de sustancias en 
disolución) coincide con la disminución de la actividad PEPC. 
La correlación con el nitrógeno nítrico en jugo de peciolos (NNJUP, fila 17) que también 
aparece en la campaña anterior, es mucho menos significativa e importante en esta segunda campaña. 
En esta segunda campaña, la actividad PEPC a pH8 no muestra correlación con parámetros 
con los que si estaba relacionada en la campaña anterior: el sodio, la glucosa en raíz y la actividad 
total invertasa ácida. 
También surgen nuevas correlaciones en esta campaña que no aparecían en la campaña 
anterior. En esta campaña, la PEPC muestra una correlación inversa con el total de azúcar producido 
por Ha (Az/Ha, fila 14), y la cantidad de ATP muestra una correlación directa con la actividad PEPC 
(fila 19). 
En esta segunda campaña la actividad PEPC tiene menor relación con los parámetros de ETo 
y mucha más relación con el brix de la raíz. 
 
Tabla 5.4. Correlaciones entre la actividad PEPC (total y específica medida a pH 8, pH 7,3, pH 7,1) y los 
parámetros climáticos y agronómicos durante la segunda campaña. Para las correlaciones se han tenido en 
cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídricos y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. 
Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) 
sign.<0,0001; (*****) sign.<10-5. Se han marcado en negrita las correlaciones con significaciones más 
importantes. 
 Variable 1 Variable 2 C.P. (r) N 
1 GDÍA PEPC-pH8-U/gpf -0,771***** 27 
2 GDÍA4d PEPC-pH8-U/gpf -0,641*** 27 
3 GDÍA6d PEPC-pH8-U/gpf -0,724***** 27 
4 EToC6d PEPC-pH8-U/gpf -0,646*** 27 
5 EToC4d PEPC-pH8-U/gpf -0,637*** 27 
6 EToC2d PEPC-pH8-U/gpf -0,618*** 27 
7 EToC PEPC-pH8-U/gpf -0,562** 27 
8 Tª MIN PEPC-pH8-U/gpf -0,507** 27 
9 ProdMSR PEPC-pH8-U/gpf -0,755***** 24 
10 %MSR PEPC-pH8-U/gpf -0,736***** 25 
11 ProdMSPl PEPC-pH8-U/gpf -0,736***** 24 
12 RPol PEPC-pH8-U/gpf -0,706*** 24 
13 BRIX PEPC-pH8-U/gpf -0,705***** 27 
14 Az/Ha PEPC-pH8-U/gpf -0,701*** 23 
15 ProdR PEPC-pH8-U/gpf -0,682*** 26 
16 ProdPl PEPC-pH8-U/gpf -0,515** 26 
17 NNJUP PEPC-pH8-U/gpf 0,572** 20 
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18 Potasio PEPC-pH8-U/gpf 0,623** 24 
19 ATP nanoM PEPC-pH8-U/gpf 0,627** 24 
20 SS- Ugpf PEPC-pH8-U/gpf 0,658*** 27 
21 Proteína -Ugpf PEPC-pH8-U/gpf 0,718***** 27 
 
 
    
3.5.2.5. Correlaciones entre los parámetros indicadores del nivel de fosforilación de la PEPC 
durante la 2ª campaña 
 
Durante esta segunda campaña también se encuentran correlaciones importantes entre los 
parámetros relacionados con la fosforilación de la PEPC. Existe una correlación positiva alta entre 
la activación por G6P a pH 7,1 y la relación de actividad pH8/pH7,1 (Tabla 5.5, y Fig. 5.21, C y D) 
de tal forma que cuando aumentan los dos parámetros es indicativo de una enzima pobremente 
fosforilada. Sin embargo no se encontró correlación de la activación con glucosa a pH7,3 y la relación 
pH8/pH7,3 (Fig. 5.21 A y B) o con la sensibilidad al málico (dato no mostrado), parámetros que sí 
estaban correlacionados en la primera campaña.   
 
Tabla 5.5. Correlaciones entre la activación de la PEPC con G6P y la relación de actividad  y pH8/pH 7,1. 
Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídricos y microtúneles. CP: 
Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) 
sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign.<10-5.  
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 C.P. (r) N 
PEPC-pH7,1-ActivacionG6P PEPC-pH8/pH7,1 0,730**** 27 
 
 
La figura 5.21 muestra la relación pH 8/pHs subóptimos y la activación con glucosa-6P, con 
la integral térmica (GDÍA). En la figura 5.21 A y B se observa esta falta de correlación entre las 
variables a pH7,3. En las figuras 5.21 C) y D) se observa que ambas variables se correlacionan de 
forma más significativa a pH 7,1. Durante esta segunda campaña hay menos concordancia entre los 
parámetros indicadores de la regulación de la PEPC por fosforilación que en la campaña anterior. 
  




A) Activación con glucosa-6P a pH 7,3 B) Relación pH8/7,3 
  
C) Activación glucosa-6P a pH 7,1 D) Relación pH8/7,1 
Figura 5.21. Grado de activación de la PEPC en función de la integral térmica (nivel fenológico del cultivo). 
Representación de la activación por glucosa-6P y la relación entre pHs en función de los grados-día para los tres 
tratamientos en la campaña 2004-2005. (-●-) Control; (-●-) T2; (-●-) T3. 
 
Se muestran a continuación las correlaciones con la relación pH 8/7,3 y la activación en presencia 
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Tabla 5.7. Correlaciones entre los parámetros indicadores del nivel de activación de la PEPC (relación entre 
pH8/7,3, activación con glucosa-6P a pH 7,3) y el resto de parámetros agronómicos, climáticos y metabólicos 
durante la segunda campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las 
significaciones: (*) sign. <0,05; (**) sign. <0,01; (***) sign. <0,001; (****) sign. <0,0001; (*****) sign.      
<10-5. 
 
VARIABLE 1 VARIABLE 2 C.P. (r) N 
ProdPl PEPC-pH8/pH7,3 -0,578** 26 
ProdR PEPC-pH8/pH7,3 -0,551** 26 
ProdMSPl PEPC-pH8/pH7,3 -0,523** 24 
RPol PEPC-pH8/pH7,3 -0,511* 24 
RSodio PEPC-pH8/pH7,3 0,526** 24 
TªMEDIA PEPC-pH7,3-ActivacionG6P 0,500** 27 
TªMAX PEPC-pH7,3-ActivacionG6P 0,604*** 27 
NNJUP PEPC-pH8/pH7,3 0,706*** 20 
 
Según estas correlaciones, los PEPC estaría más fosforilada en relación a:  
- Un aumento de la producción de raíz, de peciolos o de materia seca de peciolos 
- El aumento de la polarización 
- La disminución del sodio 
- Menores temperaturas medias y máximas 
- La disminución del nitrógeno nítrico en jugo de peciolos. 
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3.5.3. Campaña agrícola 2005-2006 (3ª campaña) 
 
3.5.3.1. Evolución de la actividad PEPC durante la 3ª campaña 
 
Durante esta campaña se evaluó de nuevo la actividad PEPC y se realizaron diferentes 
ensayos para determinar su grado de fosforilación en la raíz en cada uno de los muestreos y 
condiciones de cultivo del ensayo térmico. Se determinó la actividad PEPC a pH óptimo, y 
subóptimos, 7, 1 y 7,3 y se calculó su relación. La relación pH 8/pH 7,3 o 7,1 disminuye cuando la 
enzima presenta mayor grado de fosforilación. Además, como en la campaña anterior, se evaluó el 
grado de activación con glucosa 6P, su efector positivo. La activación por glucosa-6P depende del 
pH, y es mayor a pHs fisiológicos (Echevarría et al. 1994; Wedding et al. 1989).  
En esta campaña se encuentran valores de actividad específica para la PEPC en torno a los 
observados en la campaña anterior, con excepción de las subidas pronunciadas para T1 durante el 2º 
muestreo (0,23 U/mg prot) y para T1 y T3 en el 5º muestreo (0,17 y 0,21 U/mg prot respectivamente). 
Existen diferencias significativas entre los tratamientos en todos los muestreos excepto en el 3º. Las 
remolachas de la condición control (T1) muestran mayores valores en los primeros muestreos y a 





Figura 5.21. Evolución a lo largo de los muestreos de la 
actividad específica de la  PEPC medida a pH 8. (-♦-) 
Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; Las barras de error muestran 
 EE. ANOVA I y Tukey-b, (*) p<0,05; (**) p<0,01; 
(***) p<0,001. Difrencias entre tratamientos explicadas 
en el texto.  
 
Figura 5.22. Evolución a lo largo de los muestreos 
de la actividad total de la  PEPC medida a pH 8. (-
♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; Las barras de error 
muestran  EE. ANOVA I y Tukey-b, (*) p<0,05; 
(** ) p<0,01; (***) p<0,001. Difrencias entre 
tratamientos explicadas en el texto.  
 
En cuanto a la actividad total, encontramos valores dentro del rango de las dos campañas 
anteriores. Cabe destacar que sigue un patrón similar a la específica para la condición control (Fig. 
5.22), mostrando mayores valores durante los muestreos 2º, 3º y 4º. A partir del 31 de mayo de nuevo, 
es la condición T3 la que presenta mayores valores en los siguientes cuatro muestreos pero por un 
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descenso de la actividad total de las plantas en la condición control, ya que las remolachas de la 
condición T3 mantienen valores muy estables a lo largo del periodo estudiado. Las raíces de la 
condición T2, muestran los valores más bajos para este parámetro durante la campaña 2005/2006. 
 
3.5.3.2. Niveles de activación de la PEPC 
 
La relación pH8/pH 7,1 (Fig. 5.23) muestra diferencias estadísticamente significativas entre 
el control y T3 en todos los muestreos excepto en el 1º y el 3º. En el mes de abril, el control permanece 
con mayores valores de este ratio que T3. A partir de cuarto muestreo, T3 es el que mantiene altos 
valores de la relación pH8/pH7,1, manteniéndose por encima del control hasta el final del ensayo. 
La relación pH 8/7,1 en T3 muestra mayor grado de desfosforilación de la PEPC en las remolachas 




Figura 5.23. Medida de la evolución de la 
fosforilación de la PEPC: Relación entre las 
actividades a pH 8 y pH 7.1 (pH 8/ pH 7.1). 
(-♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; ANOVA I y 
Tukey-b, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. (***) p < 
0,001. Difrencias entre tratamientos explicadas en el 
texto. 
Figura 5.24. % de actividad PEPC que se mantiene 
medida a pH 7,3 en presencia 1 mM de L-Malato 
para las fechas muestreadas en las tres condiciones 
de manejo. (-♦-) Control; (-■-) T2; (-▲-) T3; 
ANOVA I y Tukey-b, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. 
(***) p < 0,001. Difrencias entre tratamientos 
explicadas en el texto.  
 
También se midió la influencia la sensibilidad de la enzima a su efector negativo L-malato. 
Altos grados de inhibición del orden del 80 % indican que la enzima está pobremente fosforilada 
(Echevarría et al. 1994). La figura 5.24 muestra que durante los primeros muestreos, la PEPC de las 
plantas T3 se inhibía menos que la enzima de las plantas de la condición control y T2  y a partir de 
mayo suben ligeramente los valores para T3 en el 4º y 5º muestreo. En general los valores de 
inhibición con 1 mM de l-malato no son altos, lo que indicaría que excepto de los nuestros 4º y 5º de 
T3, la PEPC se encontraría preferentemente en su forma fosforilada. Estos datos concuerdan en parte 
con los obtenidos para la relación pH8/pH7,3 que nos muestran una enzima fosforilada en los 
primeros muestreos aunque pobremente fosforilada en los nuestros de junio y julio en T3. 
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Comparando los trés tratamientos, eso se observa tanto en la relación pH8/pH 7,3 como en la 
sensibilidad al L-malato (Fig, 5.23 y 5.24).  
 
En cuanto a los niveles de activación con glucosa-6P (Fig 5.25), de nuevo vuelve a 
diferenciarse el grado de activación alcanzado a distintos pHs, siendo los mayores grados de 
activación a pHs fisiológicos, sobre todo a pH 7,1. La diferencia de actividad entre los distintos pHs 
es estadísticamente significativa en todos los muestreos para T1 excepto el 3º, en todos los muestreos 
de T2 excepto  el 4º y en todos los muestreos de T3. Además, es la condición T3 la que muestra 
mayores valores de activación de la actividad PEPC en presencia de glucosa-6P, alcanzando valores 
de 6 veces más actividad con glucosa-6P que sin ella. En la condición control y T2, la activación es 
sensiblemente menor, permaneciendo alrededor de 3, que corresponde a los niveles más bajos 
encontrados en la campaña 2003/2004 (Fig. 5.9).  
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A) Condición control (T1)  
B) Condición T2 
C) Condición T3 
Figura 5.25. Evolución a lo largo de los muestreos de la activación de la  PEPC en presencia de Glucosa-6-P a 
concentraciones saturantes (4 mM) y a distintos pHs, (actividad con G-6-P/actividad sin G-6-P). A) Control; B) 
T2; C) T3. (-▲-) pH 8; (-■-) pH 7,3; (-♦-) pH 7,1. ANOVA I y Tukey-b, (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. 
Difrencias entre tratamientos explicadas en el texto. 
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El análisis conjunto de los parámetros relacionados con la activación de la PEPC en 
condiciones fisiológicas, aporta que durante esta 3º campaña, la PEPC de raíz estaría más 
desfosforilada en la condición T3, que fue la que sufrió el mayor estés térmico. En cambio, las plantas 
de la condición control muestran para esta campaña mayores niveles de fosforilación comparada con 
el tratamiento T3.  
 
3.5.3.3. Correlaciones de la actividad PEPC a pH 8 durante la 3ª campaña 
 
La actividad PEPC  a los distintos pHs durante esta tercera campaña, mostró correlaciones 
positivas con la actividad en presencia de todas las concentraciones de málico ensayadas y las 
actividades en presencia de glucosa-6P. Además, surgieron correlaciones entre la actividad PEPC 
total a pH 8 y parámetros agronómicos, ambientales y metabólicos que se muestran en la tabla 5.8.  
La actividad total PEPC muestra correlaciones negativas con los grados días puntuales y acumulados 
(filas 1-4), siendo mayor el coeficiente de Pearson cuanto mayor es el número de día acumulados. 
Disminuye la actividad PEPC total a lo largo del desarrollo del cultivo.  
También muestra una relación inversa con la ETo puntual y acumulada (filas 5-9), lo que 
vuelve a mostrar que una atmósfera seca disminuye la actividad PEPC.  
Las temperaturas medias y mínimas también muestran una correlación inversa como en 
campañas anteriores (filas 10-11). 
El aumento del porcentaje de materia seca de raíz va acompañado de una reducción de la 
actividad total de PEPC (fila 12). De nuevo, la actividad SS total se relaciona de forma directa con 
la actividad PEPC. Estas correlaciones se han encontrado también en las dos campañas anteriores.  
Cabe destacar la correlación con el brix encontrada en las otras dos campañas para la actividad a pH 
8. En general, en esta tercera campaña, la actividad PEPC total muestra un menor número de 
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Tabla 5.8. Correlaciones entre la actividad PEPC (total y específica medida a pH 8, pH 7,3, pH 7,1) y los 
parámetros climáticos y agronómicos durante la tercera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta 
los datos de los ensayos térmicos, hídricos y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se 
muestran con asteriscos las significaciones: (*) sign. <0,05; (**) sign. <0,01; (***) sign. <0,001; (****) sign. 
<0,0001; (*****) sign. <10-5.  
 
 VARIABLE 1 VARIABLE 2 C.P.(r) N 
1 GDIA6d PEPC-pH8-U/gpf -0,855**** 16 
2 GDIA4d PEPC-pH8-U/gpf -0,835**** 16 
3 GDIA2d PEPC-pH8-U/gpf -0,718** 16 
4 GDIA PEPC-pH8-U/gpf -0,668** 16 
5 ETo PEPC-pH8-U/gpf -0,703** 16 
6 EToC4d PEPC-pH8-U/gpf -0,637** 16 
7 EToC6d PEPC-pH8-U/gpf -0,617* 16 
8 EToC2d PEPC-pH8-U/gpf -0,613* 16 
9 EToC PEPC-pH8-U/gpf -0,540* 16 
10 TªMEDIA PEPC-pH8-U/gpf -0,557* 16 
11 TªMIN PEPC-pH8-U/gpf -0,532* 16 
12 PORMSR PEPC-pH8-U/gpf -0,559** 21 
13 SS-Ugpf PEPC-pH8-U/gpf 0,509* 24 
 
3.5.3.4. Correlaciones entre los parámetros indicadores del nivel de fosforilación de la PEPC 
durante la 3ª campaña 
 
En esta tercera campañas vuelve a haber mayor número de correlaciones entre los tres 
parámetros que indican fosforilación de la PEPC, como en la primera campaña. Hay correlaciones 
positivas entre las medidas de activación con glucosa-6P y la relación pH8/pH subóptimos (filas 3, 
4, 7, 8 y 9). El % de inhibición con 1mM de málico muestra correlaciones inversas con la activación 
con glucosa-6P a pH 7,3 y con la relación pH8/7,3, como en la 2ª campaña. Esta discrepancia entre 
los indicadores de fosforilación podrían venir del hecho de que tratamientos con alta temperatura 
pueden disminuir la sensibilidad al málico de la enzima sin que dicha bajada esté relacionada con la 
fosforilación (Chinthapalli et al. 2003).  
 
Tabla 5.9. Correlaciones entre los diferentes parámetros medidos para determinar el grado de activación de la 
PEPC por fosforilación durante la tercera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de 
los ensayos térmicos, hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con 
asteriscos las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) 
sign.<10-5. Se han marcado en negrita las correlaciones con significaciones más importantes. 
 
 Variable 1 Variable 2 C.P.(r) N 
1 PEPC-pH7,3-ActivacionG6P PEPC-SIN-1mM-Inhibicion -0,744*** 21 
2 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-SIN-1mM-Inhibicion -0,649** 21 
3 PEPC-pH7,3-ActivacionG6P PEPC-pH8/pH7,1 0,513* 23 
4 PEPC-pH7,3-ActivacionG6P PEPC-pH7,1-ActivacionG6P 0,514* 23 
7 PEPC-pH8/pH7,3 PEPC-pH8/pH7,1 0,602** 23 
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8 PEPC-pH7,1-ActivacionG6P PEPC-pH8/pH7,1 0,655*** 23 
9 PEPC-pH7,3-ActivacionG6P PEPC-pH8/pH7,3 0,804***** 24 
 
En la figura 5.25 se representando la activación con glucosa-6P y la ratio de pHs frente a la 
integral térmica de esta tercera campaña. Se hace evidente la correlación entre estos parámetros 
indicadores del estado de fosforilación y muestran una alta concordancia, como lo observado en la 
primera campaña (Fig. 5.14) y no en la segunda (Fig. 5.21). 
  
A) Activación con glucosa-6P a pH7,3 B) Relación pH8/pH7,3 
  
C) Activación con glucosa-6P a pH 7,1 D) Relación pH8/pH 7,1 
Figura 5.26. Grado de activación de la PEPC en función de la integral térmica (nivel fenológico del cultivo). 
Representación de la activación por glucosa-6P y la relación entre pHs en función de los grados-día para los tres 
tratamientos en la campaña 2003-2004. (-●-) Control; (-●-) T3. 
 
Se realizaron las correlaciones de los tres parámetros indicadores del estado de fosforilación de 
la enzima  con el resto de variables agronómicas y metabólicas (Tabla 5.10). El % de inhibición en 
presencia de 1mM de málico no se correlacionó con ningún parámetro estudiado con  un nivel de 
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Los resultados muestran que durante esta segunda campaña, el nivel desfosforilación de la PEPC 
aumenta junto con: 
- El aumento de la producción de peciolo, el potasio de la raíz, el número de hojas por planta, 
la producción de hojas y de su materia seca. La producción foliar (en la fase de crecimiento) 
aumenta la fosforilación de la PEPC de raíz. 
- Valores más bajos de nitrógeno alfa amino y grados-día.  
 
Tabla 5.10. Correlaciones entre los parámetros indicadores del nivel de activación de la PEPC (relación entre 
pHs, activación con glucosa-6P e inhibición con málico) y el resto de parámetros agronómicos, climáticos y 
metabólicos durante la tercera campaña. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos 
térmicos, hídrico y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos las 
significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001; (*****) sign.<10-5. 
 
 VARIABLE 1 VARIABLE 2 C.P.(r) N 
1 ProdPl PEPC-pH7,1-ActivacionG6P -0,593** 23 
2 ProdPl PEPC-pH8/pH7,1 -0,504* 23 
3 RPotasio PEPC-SIN-005mM-Inhibicion -0,575** 24 
4 Hojas/Pl PEPC-pH8/pH7,1 -0,530** 23 
5 ProdMSH PEPC-pH8/pH7,1 -0,517* 20 
6 ProdH PEPC-pH8/pH7,1 -0,503* 23 
7 RAAmino PEPC-pH7,1-ActivacionG6P 0,542** 23 
8 GDIA4d PEPC-SIN-005mM-Inhibicion 0,545* 16 
9 GDIA6d PEPC-SIN-005mM-Inhibicion 0,577* 16 
 
 
3.5.4. El efecto de la temperatura in vitro sobre la actividad PEPC 
 
Durante esta 3ª campaña también se hicieron ensayos para determinar la resistencia in vitro 
de la actividad de la PEPC a diferentes Tª y establecer alguna relación con los tratamientos recibidos 
a lo largo el estado de desarrollo.  La resistencia in vitro a la temperatura ha sido estudiada en ensayos 
en discos foliares comparando la actividad PEPC de plantas C3 y plantas C4 determinada a diferentes 
Tª, siendo estas últimas, las que presentabas una mayor temperatura óptima (45 ºC para la PEPC C4 
y 30 ºC para la PEPC C3). Además, se ha descrito que en la activación por temperatura no está 
involucrada la fosforilación de la PEPC (Chinthapalli et al. 2003). Para este estudio se utilizaron las 
muestras de la tercera campaña y se midió la actividad de la PEPC a pH 8 a tres temperaturas, 30 ºC, 
40 ºC y 50 ºC. La figura 5.27 muestra que para el control T1 y el tratamiento T2, la temperatura 
óptima de la PEPC se mantiene a 40 ºC durante gran parte de los muestreos iniciales (los 6 primeros 
muestreos en T1 y para los 5 primeros muestreos en T2). Sin embargo, en el muestreo 7  de T1, la 
actividad PEPC se mantiene alta a las tres Tª ensayadas y luego decae bruscamente en el último 
manteniéndose solo activa a Tª de 30 ºC. En el tratamiento T2 la actividad a las tres temperaturas 
tienden a igualarse en los últimos muestreos y en el Tratamiento T3 los óptimos de temperatura de 
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la PEPC se mantienen a 40 y 50 ºC excepto en el 4º muestro. Estos datos muestran una aclimatación 
a altas temperaturas de la planta (Tratamiento T3 y los muestreos de junio y julio) que en los referente 
a la PEPC se manifiesta en una ampliación del rango de temperaturas óptimas de la PEPC. Este dato 
es muy significativo ya que no hay muchos estudios de la respuesta de la PEPC a temperaturas altas. 
Los únicos estudios realizados en Amaranthus (una planta C4) muestran que dicha aclimatación de 
la PEPC a altas temperaturas no cursa por una fosforilación de la enzima (Chinthapalli et al. 2003). 
La tabla 5.11 muestra las diferencias significativas entre tratamientos, para cada temperatura en 
función del muestreo. Las letras a, b y c indican diferencias significativas entre los dos muestreos, 
siendo “a” el valor mayor de los dos comparados. Todos los muestreos menos el 6º muestran 
diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos control y T3. Un dato a destacar es 
que los mayores valores de actividad PEPC (A) a 30 ºC se concentran en el control T1 mientras que 
a 50 ºC se concentran en el tratamiento T3 (tratamiento más estresado).  Por lo tanto, el choque 
térmico del ensayo generó cambios en la PEPC de la raíz que afectaban a su actividad in vitro medida 
a altas temperaturas. Estos resultados son relevantes, ya que no existen muchos datos en la literatura 
donde se vea una aclimatación de la PEPC a altas temperaturas que quede reflejado en óptimos más 
elevados de temperatura para la catálisis (Tabla 5.11,  mayor número de “a” en T3 a 50 ºC). 
 
  






Figura 5.27. Evolución de la activada PEPC determinada a diferentes Tª,  a lo largo de los muestreos de la 3ª 
campaña para las diferentes condiciones del ensayo (T1, T2, T3). Se expresa en % respecto a la máxima 
actividad medida a diferentes temperaturas in vitro (---) 30 ºC, (---) 40 ºC, (---) 50 ºC. ANOVA I y Tukey-b, 
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Tabla 5.11. Muestreos con diferencias significativas entre los tratamientos (T1, T2, T3) para el ensayo de 
resistencia térmica in vitro para la PEPC. Se indican los muestreos con diferencia significativa para cada 
temperatura ensayada. ANOVA de una vía, p<0,05. Tukey b. La letra a designa al mayor valor y c al menor 
valor. Letras distintas indican grupos distintos.  
 
Tª MUESTREO T1 T2 T3 
30º 1º 19/04/06 a b ab 
2º 02/05/06 a a b 
4º 31/05/06 ab a b 
7º 10/07/06 a a b 
40º 4º 31/05/06 a a b 
50º 2º 02/05/06 c b a 
3º 15/05/06 b ab a 
5º 12/06/06 b ab a 
7º 10/07/06 b a a 
 
 
Se ha descrito que el aumento de la temperatura tiene en la PEPC efectos similares a la 
fosforilación: aumento de la actividad y disminución de la sensibilidad al málico sin que se detecte 
fosforilación de la enzima (Chinthapalli et al. 2003). Esto podría estar relacionado con cambios de 
conformación de la enzima (oligomerización, cambios en los microambientes como bolsillos 
hidrofóbicos)  (Chinthapalli et al. 2003). Nuestros resultados parecen indicar además, que los 
mecanismos que operan para aumentar el óptimo de actividad de la PEPC de plantas sometidas a 
altas temperaturas,  afectan más a la actividad de la enzima desfosforilada de T3 que a la forma que 
se da preferentemente en T2 y T1 en la tercera campaña. 
Se analizaron las correlaciones de la actividad PEPC a diferentes temperaturas in vitro (Tabla 
5.12) con los parámetros agronómicos, con las actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa 
y con la PEPC. Se encuentran diferencias entre relaciones con los parámetros de la actividad PEPC 
determinada tanto a 50 ºC como a 40 ºC. A 40 ºC la actividad PEPC se correlaciona de forma positiva 
con la actividad pH 7,1 (filas 9,10) mientras que esa correlación no se da a los 50 ºC lo que está de 
acuerdo con que el óptimo de actividad a 40 ºC se relaciona preferentemente con la forma de la 
enzima fosforilada, mientras que a 50 ºC no se encuentra dicha relación. La PEPC a 50 ºC presenta 
unas correlaciones directas  con la Tª máxima del cultivo (fila 1), con la prolina (fila 5) y con el 
contenido de sodio (fila 6), todos ellos parámetros indicativos de estrés. 
En cambio, la actividad PEPC a 40 ºC se correlaciona de forma inversa con el estado 
fenológico del cultivo (GDÍA, fila 8) y directa con varios parámetros de producción foliar (hojas por 
planta, fila 11 y 12; con la cobertura, fila 13; la producción de hojas, fila 14  y el LAI, fila 17). 
También muestra correlaciones directas con el potasio de la raíz (fila 15) y la actividad sacarosa 
sintasa (fila 16). Parece que en la resistencia térmica in vitro a 50 ºC están implicados mecanismos 
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que afectan a la PEPC en condiciones de estrés hídrico y que en la resistencia a 40ºC estarían 
implicados mecanismos relacionados con el desarrollo de los órganos fotosintético.  
 
Tabla 5.12. Correlaciones entre las medidas relacionadas con la resistencia térmica in vitro (actividad PEPC a 
diferentes temperaturas in vitro y activación de la PEPC a Tª supraóptimas) y el resto de parámetros 
agronómicos, climáticos y metabólicos durante la tercera campaña. Para las correlaciones se han tenido en 
cuenta los datos de los ensayos térmicos. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Se muestran con asteriscos 
las significaciones: (*) sign.<0,05; (**) sign.<0,01; (***) sign.<0,001; (****) sign.<0,0001. 
 
 Variable 1 Variable 2 C.P. (r) N 
1 TMAX PEPC-SIN-50º-ACTTm 0,535* 16 
2 EToC6d PEPC-SIN-50º-Ugpf -0,570* 16 
3 EToC4d PEPC-SIN-50º-Ugpf -0,570* 16 
4 HTMAX PEPC-SIN-50º-Ugpf 0,559* 16 
5 Prolina-Raíz-Ugpf PEPC-SIN-50º-Umgprot 0,522** 24 
6 RSodio PEPC-SIN-50º-Ugpf 0,549** 24 
7 PEPC-CON-pH71-Umgprot PEPC-SIN-50º-Umgprot 0,551** 24 
8 GDIA PEPC-SIN-40º-Ugpf -0,507* 16 
9 PEPC-pH7,1-U/mgprot PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,503* 24 
10 PEPC-pH7,1-U/mgprot PEPC-SIN-40º-Umgprot 0,574** 24 
11 Hojas/Pl PEPC-SIN-40º-Umgprot 0,508* 24 
12 Hojas/Pl PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,512* 24 
13 CobEstLAI PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,563* 18 
14 ProdH PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,586** 24 
15 RPotasio PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,625** 24 
16 SS-Ugpf PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,633*** 24 
17 LAI PEPC-SIN-40º-Ugpf 0,662** 18 
 
 
3.5.5. Patrones y evolución de la actividad PEPC a lo largo de las tres campañas 
 
Se presenta a continuación un análisis conjunto de las tres campañas en relación con los 
parámetros estudiados para la PEPC. 
La evolución de la actividad específica a lo largo de las tres campañas muestra que en la 
primera y la tercera campaña la actividad de la PEPC se mueve entre los mismos rangos, 0,05 U mg 
prot-1 y 0,25 U mg prot-1. Durante la segunda campaña, la actividad de esta enzima muestra valores 
mucho menores, permaneciendo siempre por debajo de 0,18 U, y 0,14 U mg-1 prot para T3. Las 
condiciones agronómicas de la campaña del 2004-2005 causaron descensos importantes en la 
actividad específica de la PEPC. 
Hay otro patrón interesante para esta actividad enzimática. Durante la 1ª y la 2ª campaña, 
durante los primeros muestreos (abril-mayo) esta enzima muestra una actividad baja y con poca 
variabilidad entre los tratamientos. Pero en la 3ª campaña la PEPC del tratamiento control mostró 
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para esta primera parte del ensayo, altos valores. Las plantas de los otros tratamientos (T2 y T3), 
reproducen el perfil de las otras dos campañas: baja actividad en abril y mayo y subidas en junio. 
También se hace evidente en el análisis estadístico, que el tratamiento térmico de la segunda 
y la tercera campaña tuvo un efecto significativo en las plantas y que afectó a la actividad de esta 
enzima. Muestra de ello son las diferencias estadísticamente significativas que se muestran en estas 
dos campañas entre T1 y T3 para la actividad a pH 8 específica y total (2ª campaña, Fig. 5.15 y 5.16; 
3ª campaña, Fig. 5.21 y 5.22). 
La evolución de la actividad total también hace evidente las diferencias entre los años 
agronómicos. En la segunda campaña la actividad total (Fig. 5.16) se mantiene en valores más altos 
que en la primera (Fig. 5.2) y la tercera (Fig. 5.22), además muestra un claro perfil descendente, 
mostrando en los últimos muestreos los mínimos para este parámetro en los tres tratamientos. Este 
perfil descendente a lo largo de los muestreos se mantiene en la tercera campaña pero no en la 1º, 
donde la actividad total de esta enzima aumenta en los muestreos de julio. 
 
En cuanto a las medidas de activación de la enzima por fosforilación, cabe destacar que en 
estos parámetros en las tres campañas hay diferencias significativas entre T1 y T3. 
 
El análisis de los Western revelados con anticuerpos anti-PEPC de plantas, muestran 
patrones interesantes y novedosos ya que se muestra una enzima más ubiquitinada en la hoja que en 
las raíces. Estos son los primeros datos obtenidos sobre la monoubiquitinación de la PEPC de la raíz 
de remolacha y los segundos obtenidos en la literatura científica de monoubiquitinación de la PEPC 
de raíz (Shane et al., 2013).   
 
La actividad total de la PEPC a pH 8 se correlaciona con la integral térmica, la ETo, la 
radiación, de forma inversa en las tres campañas mostrando que el desarrollo del cultivo y la presión 
ambiental disminuyen la actividad total de la PEPC. Esto también lo evidencian las correlaciones 
inversas encontradas en las tres campañas con parámetros indicadores del estado hídrico de la raíz 
(%MSR). Durante la primera y la segunda campaña además de con el brix, las correlaciones eran 
inversas con parámetros como la polarización y la acumulación de azúcares reductores. También es 
significativa la correlación positiva que presentó a lo largo de las tres campañas con la actividad SS. 
 
Respecto a la actividad a pH 8, durante la primera campaña se encontraron correlaciones 
positivas con el nitrógeno nítrico en peciolos y las proteínas e inversas con la producción de raíz y 
las temperaturas. Durante la segunda campaña cabe destacar las correlaciones negativas con la 
producción de materia seca de hojas y positivas con la producción de hojas y el LAI. Además durante 
esta segunda campaña hubo correlaciones directas con varias medidas indicadoras de la movilización 
del nitrógeno en la planta (NJUP, proteínas). Durante las segunda campaña, el proceso de pérdida 
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foliar que supone una reabsorción de nutrientes y movilización de reservas, implicó a la PEPC de la 
raíz. Durante la tercera campaña es donde la actividad PEPC muestra un menor número de 
correlaciones. 
 
Los parámetros de activación con glucosa-6P a pHs subóptimos y la razón entre pH8 y pHs 
subóptimos, son buenos indicadores del estado de fosforilación de la PEPC de raíz. La respuesta al 
málico se ha mostrado cambiante en función de la campaña:  
- durante la primera campaña, la respuesta concuerda con la bibliografía y los otros dos 
parámetros,  
- en la segunda campaña, la correlación de la inhibición con 1mM con los otros dos parámetros 
es significativa pero inversa  
- durante la tercera campaña se repite el resultado de la correlación inversa con la inhibición 
a 1 mM de málico pero la correlación es directa con 0,05 mM.   
Esto sugiere que las condiciones del golpe de calor bajo plástico activan otros mecanismos de 
modulación de la actividad PEPC que cambia su sensibilidad al málico. 
 
3.5.6. Correlaciones globales de la actividad PEPC a pH8: relaciones con todos los 
parámetros estudiados en todos los ensayos de campo  
 
Integrando todos los ensayos realizados y todas las campañas, pueden descubrirse patrones 
de funcionamiento global. Se analizaron las correlaciones de la actividad PEPC en todas las 
condiciones ensayadas. 
La actividad total de la PEPC se correlaciona con la integral térmica (GDIA) de forma 
inversa, siendo mayor la correlación con los grados día acumulados. Esto muestra una menor 
actividad total de esta enzima al avanzar la edad del cultivo (Tabla 5.13)  
 
Tabla 5.13. Correlaciones entre la actividad PEPC y la integral térmica (GDÍA) durante las tres campañas 
estudiadas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y 
microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una significación   
<10-6. Se indican en negrita las que poseen una sign<10-10. 
 
Variable 1 Variable 2 CP (r) N 
GDÍA6d PEPC-pH8-U/gpf -0,682 75 
GDÍA4d PEPC-pH8-U/gpf -0,681 75 
GDÍA2d PEPC-pH8-U/gpf -0,661 75 
GDÍA PEPC-pH8-U/gpf -0,552 75 
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La actividad total de la PEPC también muestra correlaciones a nivel global con parámetros 
agronómicos (Tabla 5.14). Se correlaciona de forma positiva con el nitrógeno en jugo de peciolos, la 
cantidad de proteína y con la cantidad de potasio. Muestra, como en el caso de SS, correlaciones 
inversas con los parámetros de producción de materia seca de la raíz y del peciolo, azúcar por 
hectárea, producción de raíz y el brix. En cambio, la correlación es directa con el sodio y el potasio. 
También podría indicar que la actividad total de la PEPC en la raíz de la remolacha está relacionada 
con periodos de crecimiento de la planta disminuyendo su actividad en periodos acumulativos. 
 
Tabla 5.14. Correlaciones entre la actividad PEPC y los parámetros agronómicos y metabólicos durante las 
tres campañas estudiadas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, 
hídricos y microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una 
significación <10-5. Se indican en negrita las que poseen una sign<10-9. 
 
Variable 1 Variable 2 CP(r) N 
NNJUP PEPC-pH8-U/gpf 0,631 52 
ProdMSR PEPC-pH8-U/gpf -0,631 77 
ProdMSPl PEPC-pH8-U/gpf -0,559 76 
Az/Ha PEPC-pH8-U/gpf -0,624 79 
ProdR PEPC-pH8-U/gpf -0,606 82 
RPotasio PEPC-pH8-U/gpf 0,584 80 
RSodio PEPC-pH8-U/gpf 0,548 80 
BRIX PEPC-pH8-U/gpf -0,506 83 
Proteína PEPC-pH8-U/gpf 0,636 75 
 
 
En los parámetros climáticos, tabla 5.15, también encontramos correlaciones con la actividad 
total de la PEPC a pH 8. Se muestra una correlación inversa con la ETo, que presenta en la acumulada 
de 4 días su mayor coeficiente de correlación, r = -0,578. La temperatura media y la mínima también 
se correlacionan de forma inversa con la actividad PEPC. Las humedades relativas máxima y media 
se correlacionan de forma positiva con esta actividad. La actividad total de la PEPC disminuye en 
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Tabla 5.15. Correlaciones entre la actividad PEPC y los parámetros ambientales durante las tres campañas 
estudiadas. Para las correlaciones se han tenido en cuenta los datos de los ensayos térmicos, hídrico y 
microtúneles. CP: Coeficiente de Pearson; N: nº de datos. Todas las correlaciones tienen una significación   
<10-5.  
 
Variable 1 Variable 2 CP(r) N 
EToC PEPC-pH8-U/gpf -0,509 75 
EToC2d PEPC-pH8-U/gpf -0,568 75 
EToC4d PEPC-pH8-U/gpf -0,578 75 
EToC6d PEPC-pH8-U/gpf -0,559 75 
TªMEDIA PEPC-pH8-U/gpf -0,564 75 
TªMIN PEPC-pH8-U/gpf -0,519 75 
HRMAX PEPC-pH8-U/gpf 0,543 59 
HRMEDIA PEPC-pH8-U/gpf 0,5081 75 
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3.6. MICROTÚNELES: INFLUENCIA DEL ESTADO DE DESARROLLO EN LA 
RESPUESTA AL GOLPE DE CALOR 
 
Finalmente para completar el estudio de la repercusión de los golpes de calor en la remolacha, 
se estudió el efecto del golpe de calor en relación con el estado de desarrollo del cultivo. Este ensayo 
se realizó en las dos últimas campañas. Esto fue posible mediante la instalación de microtúneles 
portátiles (se les denominó microtúneles en relación al tamaño menor, 4x4x2 m, de los túneles 
utilizados respecto al utilizado en los estudios anteriores). En la figura 6.1A se muestra la colocación 
de estas estructuras para obtener las tres repeticiones de cada fecha de ensayo y la localización de las 
muestras control. Los microtúneles se instalaron anexos a los ensayos de túneles y déficit hídrico, en 
sistemas de riego 100% ETc, sin restricción por tanto del aporte hídrico, durante cortos periodos de 
tiempo (2 semanas) y después se retiraron. Durante el tiempo en que estuvieron puestos (estructuras 
cerradas de plástico) se consiguieron incrementos de Tª respecto del exterior de hasta 8 ºC, 
alcanzándose Tª de hasta 48 ºC. 
 
3.6.1. Resultados del ensayo de microtúneles durante la segunda campaña (2004-2005) 
 
Los registro de Tª de los microtúneles se presentan en la figura 6.1. Se muestran las Tª del 
control (parcela de terreno sin cubrir al lado del microtúnel) y las temperaturas del microtúnel 
(parcela cerrada por estructura plástica). Se han considerado 2 situaciones de ensayo durante la 
campaña del 2005 (2ª campaña): 
- Golpe de calor en abril (túnel grande). Estos datos corresponden a los datos de la segunda 
campaña analizada en el capítulo 3.1 en la figura 2.6 y se han tomado como representativos de la 
respuesta de la planta al golpe de calor en fecha  en que la planta se encuentra en pleno crecimiento 
(se toman para su análisis en este capítulo la fecha del 18 de abril del control T1 y del tratamiento 
T3). 
- Golpe de calor en junio (microtúnel 1), cuando está aumentando la cantidad de sacarosa.  
- Golpe de calor en julio (microtúnel 2), momento en que la pérdida de agua aumenta la 
riqueza en sacarosa y recolección. 
 
 De los microtúneles 1 y 2 se recogieron muestras tras 15 días de tratamiento y 
simultáneamente se tomaban las muestras control de las plantas de la parcela cercanas a las 
estructuras de los microtúneles pero en el exterior sin cubrir. También se tomaron muestras en las 
fechas de recolección del cultivo (22 de julio). 
Los datos recogidos de los microtúneles se compararon con los muestreos de T1 (parcela 
control) y T3 (parcela cubierta con túnel grande y cerrado correspondiente al ensayo térmico de la 
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segunda campaña, descrito en el capítulo 3). La comparación con el golpe de calor de abril permite 
comparar los datos de junio y julio con los de abril, momento en que las remolachas son más jóvenes 




A) Microtúnel de junio 
 
B) Microtúnel de julio 
 
Figura 6.1. Disposición de los microtúneles para los tratamientos de golpes de calor de 15 días y de las 
plantas utilizadas como control. De cada estructura se recogía una planta para tener tres repeticiones 
independientes. Evolución de las temperaturas máximas en el interior y en el exterior en las dos fechas que 
se llevaron a cabo los ensayos con microtúneles (junio, A; y, julio, B). (-♦-) Tª máxima en el interior de los 
microtúneles; (-■-) Tª máxima en el exterior, parcela control; (-▲-) Incrementos de temperatura alcanzados 
(Tª máxima en el microtúnel menos la Tª máxima en el exterior).  
 
 
En los microtúneles 1 y 2 se determinaron los parámetros de contenido en glucosa, actividades 
enzimáticas de hidrólisis de sacarosa y niveles de prolina. 
En cuanto a la glucosa (Fig. 6.2), los ensayos con microtúneles presentan mayores diferencias 
en función de la fecha del cultivo que entre control y tratamiento. Aunque las parcelas tratadas tienen 
valores ligeramente superiores, estas diferencias no son significativas. Sí que fueron relevantes las 
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valores de glucosa del golpe de calor del muestreo del 18 de abril (capítulo 3.2, Fig. 2.4) son mayores 
que los registrados en el ensayo de los microtúneles (0,44 g/100gpf para el control y 0,47 g/100gpf para 
el tratamiento) y las diferencias entre el control y el tratamiento si fueron significativas (sign.< 0,05).  
En la actividad sacarosa sintasa (Fig. 6.3 A y B), se aprecia un incremento de actividad en 
las parcelas tratadas, siendo esa diferencia mayor cuando el microtúnel se instaló en julio. 
Comparando estos valores con los de abril, los valores de actividad SS total de los microtúneles 
fueron menores que los valores de actividad SS de los túneles de los experimentos de abril recogidos 
en el capítulo 3.2. Mientras que en los ensayos de microtúneles se obtuvieron valores máximos de 
1,8 U/gpf en julio, en el golpe de calor de abril fueron de 2 U/gpf para el control y 2,3 U/gpf para el 
tratamiento T3 (capítulo 3.2, Fig. 2.6 A, 2º muestreo, diferencia significativa entre control y T2 
<0,05).  
Los resultados muestran que la actividad sacarosa sintasa total aumenta en respuesta a los 
golpes de calor independientemente de la fecha en que se produzca el incremento de Tª. Este aumento 
es significativo en el golpe de abril (sign.<0,01) y en el de junio (sign<0,05). Las diferencias en los 
microtúneles no fueron significativas entre el control y el tratamiento, cuando la actividad se expresó 
como actividad específica (Fig. 6.3 B y capítulo 3.2 Fig. 2.6 B).  
 
La actividad invertasa neutra (Fig. 6.3 C) muestra diferentes comportamientos frente al 
estrés térmico en función de la fecha muestreada. En el caso de la actividad total, en el muestreo de 
junio la actividad enzimática aumenta con el tratamiento y en el muestreo de julio la actividad 
disminuye. En este último caso existe diferencia significativa entre el control y el tratamiento 
(sign.<0,05). En el caso del golpe de calor de abril, el control presenta 0,04 U/gpf y el tratamiento 
T3 0,09 U/gpf (capítulo 3.2 Fig. 2.6 C, 2º muestreo) aumentando el golpe de calor la actividad 
invertasa, con diferencia significativa entre ellos (sign.<0,001). La diferencia entre control y 
tratamiento en cuanto a la actividad invertasa total, es más importante en el muestreo de abril que en 
los de junio y julio. La actividad específica (6.3 D) reproduce prácticamente este patrón. Vuelve a 
ser el golpe de calor de abril el que más diferencia presenta entre control y tratamiento T3 
(control=0,018 U/mgp y tratamiento=0,04 U/mgprot, capítulo 3.2, Fig. 2.6 D, 2º muestreo), con 
diferencia significativa entre ellos (sign.<0,01). De nuevo el golpe de calor de julio invierte el 
resultado, disminuyendo la actividad invertasa de forma significativa (<0,05) tras el golpe de calor 
(Fig. 6.3 D). 
 
La actividad invertasa ácida disminuye tras los golpes de calor de junio y julio, y aumenta 
tras el de abril (Fig. 6.3 E y F) en la actividad total y en la específica. Los valores de junio son 
ligeramente superiores a los de los registros tras el golpe de calor de abril, que fueron 0 para el control 
y 0,011 U/gpf para el tratamiento T3 (capítulo 3.2, Fig. 2.6 E). En el caso de la actividad específica 
también se registraron valores de 0 para el control y 0,005 U mg-1 prot para el tratamiento (capítulo 
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3.2, Fig. 2.6 F). Ninguna de las fechas muestra diferencias significativas entre control y tratamiento 
debido a la gran dispersión de los datos. 
 
Finalmente se determinaron los niveles de prolina en los diferentes órganos (Fig. 6.4). Estos 
datos revelan que el contenido de este osmolito en las hojas aumenta ligeramente con los golpes de 
calor (Fig. 6.4, túnel). En las raíces, el golpe de junio hace aumentar su contenido y el de julio lo 
disminuye respecto al control.  
Para ver el efecto de los golpes de calor propiciados por los microtúneles en los valores 
agronómicos a fecha de recolección,  se compararon los valores agronómicos de las remolachas de 
los microtúneles y del túnel de abril (túnel grande) en recolección. Los valores se muestran en la 
Tabla 6.1.   
El golpe de calor de abril produce un impacto mucho mayor en el cultivo en cuanto a 
producción, que cae fundamentalmente por la falta de crecimiento de las plantas del túnel y por un 
leve descenso en la polarización.  
Estos datos revelan que cuando la planta ha concluido su crecimiento vegetativo y en 
parcelas bien regadas con buena disponibilidad hídrica donde se ha producido un periodo de 
aclimatación a altas temperaturas, los golpes de calor no desencadenan respuestas en la planta que 
puedan influir en la calidad o la cantidad de sacarosa producida. La planta es capaz de aclimatarse y 
superar esta situación. En cambio, cuando el golpe de calor se produce en la época de crecimiento, 





Figura 6.2. Contenido en glucosa de las raíces en los ensayos con microtúneles. Las barras de error muestran 
 EE. ( ■) Control; ( ■ ) Microtúnel. Las barras de error muestran  EE. Análisis t-test, (*) p< 0,05; (**) 
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A) Sacarosa sintasa. Actividad total 
 
B) Sacarosa sintasa. Actividad específica 
 
C) Invertasa Neutra. Actividad total 
 
D) Invertasa Neutra. Actividad específica 
 
E) Invertasa Ácida. Actividad total 
 
F) Invertasa Ácida. Actividad específica 
 
Figura 6.3. Evolución de las actividades enzimáticas encargadas de la degradación de la sacarosa en los 
ensayos con microtúneles. A) SS total; B) SS específica; C) IN Total; D) IN específica; E) IA total; F) IA 
específica. ( ■) Control; ( ■ ) Microtúnel. Las barras de error muestran  EE. Análisis t-test, (*) p<0,05; (**) 
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Figura 6.4. Medidas de prolina en los distintos órganos en los ensayos con microtúneles. ( ■) Raíz;   
 ( ■ ) Hoja; ( ■) Peciolo.  
 
 
Tabla 6.1. Datos de recolección. Se muestra con (*) las diferencias significativas. GC; se refiere a Golpe de 
Calor. 1, 2 y 3 se refieren 1 al muestreo de abril del túnel grande, 2 muestreos de junio en microtúneles, 3 
muestreos de julio en microtúneles. Las abreviaturas de los datos agronómicos se recogen en el apartado de 
Abreviaturas.    
 






 control tratamiento control tratamiento control tratamiento 
PRODUCCIÓN 
(Tm/Ha) 
99.8 40.0* 93 92 88 91 
POLARIZACIÓN 
(%) 
17.6 16.03 18.5 18.87 18 18 
-AMINOS 
(mmol/100 gpf) 
1.31 1.69* 1.02 1.04 1.19 0.83* 
POTASIO 
(mmol/100 gpf) 
5.15 5.9* 5.28 5.12 5.1 4.88 
SODIO 
(mmol/100 gpf) 
1.04 1.91 0.85 0.74 1.14 0.73 
AZ. RED. 
(%) 
0.2 0.27 0.16 0.23* 0.29 0.15 
IEA 
 
113.56 39.71* 113 115 106 110 
 
Como se ha mencionado en capítulos anteriores, la actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa 
(PEPC) tienen un papel en el mantenimiento de la proporción C/N de la planta  (Chollet et al. 1996). 
En estos ensayos hemos determinado la actividad PEPC a pH óptimo de 8 y subóptimo de 7,3, la 
activación por su activador alostérico la G6P y la relación entre la actividad a pH óptimo y subóptimo, 
todos ellos parámetros que evidencian modificaciones postraduccionales en la PEPC como la 
fosforilación o la monoubiquitinación. En la figura 6.5 se muestra la actividad específica (U mg-1 
prot) a pH8 y a pH 7,3. La línea roja marca los valores de activación de la PEPC en presencia de G6P 
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diferencias entre la actividad a pH 8 y pH7,3 así como valores bajos en la activación de la enzima 
por G6P, sugieren que la enzima está en su forma fosforilada. Analizando la respuesta de la actividad 
óptima a pH 8, esta disminuye tras el tratamiento en el ensayo de junio y aumenta en el de julio 
respecto del control. En el golpe de calor de abril  (capítulo 3.5, Fig. 5.15) hay muy poca diferencia 
en la actividad a pH 8 entre el control (0,092 U mg-1 prot) y el tratamiento (0,111 U mg-1 prot). La 
actividad a pH 8 hace referencia a la cantidad de la enzima, sin embargo para ver si esa enzima está 
más o menas activada in vivo analizaremos la relación de la actividad a los dos pHs y la activación 
por G6P. 
La diferencia entre la actividad a pH 8 y pH7,3 es muy alta en el control de junio y en el de 
julio y baja en los tratamientos. Estos resultados indicarían que la enzima está mas desfosforilada en 
las condiciones control y que se fosforila con el aumento de temperatura debajo de los microtúneles. 
Esto vendría apoyado, en el caso del tratamiento de julio, por una bajada en los valores de activación 
por G6P, que también indicarían mayor grado de fosforilación de la PEPC en el tratamiento de julio 
(Fig. 6.5, valores representados en la línea roja).  
Estos datos en su conjunto muestran que en las condiciones de este ensayo, el golpe de calor 




Figura 6.5. Actividad específica de la PEPC a pH8 (■), a pH7,3 (■) y medida de la activación con G6P a 
pH 7,3 (▬)en los microtúneles de junio (1) y julio (2).   
 
Recientemente se ha puesto en evidencia una nueva modificación postraduccional de la 
PEPC, además de la ya mencionada por fosforilación. Esta modificación postraduccional es una 
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(Ruiz-Ballesta et al. 2014). La respuesta de una PEPC purificada de semilla de sorgo muestra que la 
monoubiquitinación aumenta la sensibilidad al malato, sin embargo, el mismo experimento realizado 
en extractos crudos de semillas indica que la monoubiquitinación hace lo contrario, disminuyendo la 
sensibilidad al efector negativo. En este apartado hemos comprobado si la PEPC de raíces de 
remolacha está sometida a esta modificación postraduccional. Para ello se han analizado los extractos 
crudos de los ensayos de golpes de calor de abril (analizados en el capítulo 3.5) y los de remolachas 
de los tratamientos de los microtúneles.  
La Figura 6.6 muestra el Western blot de los extractos crudos de los diferentes tratamientos 
analizados en electroforesis desnaturalizante (10% de acrilamida), transferidos a una membrana de 
nitrocelulosa revelada con anticuerpos antiPEPC. Los anticuerpos revelan una cantidad y un patrón 
similar entre los controles y los tratamientos con golpe de calor, independientemente de que los 
muestreos se realizaran en junio o julio (Fig. 6.6). Tampoco se observan en estos muestreos la banda 




Figura 6.6. Resumen de los westerns realizados en los golpes de calor del 2005. Junio: Primer golpe de calor con 
microtúneles; Julio: Segundo golpe de calor con microtúneles. La condicione Control es fuera de los túneles, la 
condición tratamiento (Trat.) en el interior de los túneles. Las pistas de junio y de julio se cargaron con 0.002 U. 
El Wester fue revelado con anticuerpos antiPEPC de plantas.  
 
 
3.6.2. Resultados del ensayo de microtúneles durante la tercera campaña (2005-2006) 
 
En vista de las diferencias detectadas en la campaña anterior en función del momento de 
desarrollo de las plantas (abril, junio y julio), durante esta tercera campaña se repitieron los ensayos 
de los microtúneles pero esta vez se instalaron microtúneles en cuatro fechas diferentes (abril, mayo, 
junio y julio). En la figura 6.9 se muestran los registros de temperatura tomados por los detectores  
HOBOs colocados en el ensayo. Se presentan las temperaturas del control (Testigo) , microtúnel 
(Microtúnel), y la diferencia entre las temperaturas de la parcela testigo menos la del microtúnel 
(Testigo – Microtúnel).  Los incrementos de temperatura respecto al exterior alcanzaron distintos 
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valores en función del mes de colocación del microtúnel (Testigo – microtúnel: 8.5 ºC en abril, 6 ºC 









































































































Figura 6.9. Registro de las temperaturas alcanzadas en el exterior (testigo) y en el interior (microtúnel) de 
los microtúneles para las cuatro fechas ensayadas. La línea amarilla muestra la diferencia entre la 
temperatura del microtúnel y la exterior (Tª Microtúnel- Tª Control). 
 
 
3.6.2.1. Parámetros agronómicos estudiados en los ensayos de microtúneles en la 3ª campaña 
 
Para determinar los parámetros  agronómicos se tomaron muestras justo después de quitar el 
microtúnel (efecto inmediato) y se recolectó un 10% de la parcela, dejando el resto para su 
recolección posterior, en la fecha de recolección del cultivo que fue en julio. En la tabla 6.2. se 
muestran los parámetros agronómicos que presentaron diferencia significativas entre el control y el 
tratamiento justo tras el golpe de calor (efecto inmediato). En este efecto inmediato se observa que 
cuanto antes era recibido el golpe de calor (abril), más parámetros se alteraban entre el testigo y el 
microtúnel (Tabla 6.2). En julio no se presentan diferencias entre las remolachas control y las del 
tratamiento. Puede observarse que el efecto inmediato sobre las plantas de una subida de temperatura 
durante 15 días en abril (fase más joven de la remolacha) repercute en una disminución de al menos 
5 parámetros agronómicos. Entre ellos, el golpe de calor produce una  disminución del brix y de la 
materia seca de la raíz (PORMSR). Estos dos parámetros aumentan en el caso de estrés hídrico 
(capítulo 3.4, Tabla 4.4, Riego Restringido) cuando el estrés hídrico se produce también en el 
momento de crecimiento. Esto indica que los estreses de temperatura e hídrico afectan de forma 
diferente a los parámetros agronómicos. A lo largo del capítulo 3.4 se mostraron las relaciones entre 
los distintos parámetros que indican el estado hídrico de la planta. El brix de la raíz y el porcentaje 
de materia seca de la raíz están relacionados con la prolina y con situaciones de déficit hídrico. La 
falta de riego aumenta la prolina de la raíz, el brix de la raíz y el porcentaje de materia seca de la raíz 
(Fig. 4.1, Fig. 4.4, Tabla 4.4 ). El valor porcentaje de materia seca de raíz (PORMSR) y el valor de 
materia seca soluble (BRIX), se afectaron también en el tratamiento de mayo (Tabla 6.2). En este 
tratamiento, se afectó también de forma significativa la polarización  de la raíz (RPOL), valor 
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muestro de junio, en el que la raíz está ya bastante desarrollada y prácticamente completando sus 
niveles de sacarosa, solo se encontraron variaciones en los niveles de nitrógeno -amino en la raíz 
(RAAMINO), parámetro relacionado con el contenido y la metabolización del nitrógeno. La 
disminución de este parámetro también puede considerarse un efecto contrario al que produce el 
estrés hídrico, ya que durante la primera y la segunda campaña se realizaron ensayos de déficit 
hídrico en los que se midió en recolección (junio-julio), entre otros parámetros la cantidad de -
aminos (datos no mostrados). Este parámetro siempre mostraba mayores valores en secano, con 
diferencias estadísticamente significativas respecto a al riego (3,48 mmol/100 gpf en secano frente a 
2,41 en riego durante la 1ª campaña; 2,96 mmol/100 gpf en secano frente a 1,4 en riego durante la 2ª 
campaña). Este aumento en déficit hídrico del nitrógeno -amino también ha sido descrito en 
estudios anteriores de comparación de variedades (Morillo-Velarde et al. 2005). 
 
En su conjunto, estos resultados muestran que en los parámetros agronómicos se hace 
evidente que el efecto inmediato del golpe de calor es más significativo cuando se produce en etapas 
tempranas del desarrollo y que la modificación de algunos parámetros agronómicos por tratamiento 
con alta temperatura puede producir efectos inversos a los producidos por tratamientos de estrés 
hídrico. 
 
Tabla 6.2. Efecto inmediato de los microtúneles sobre los parámetros agronómicos. Se han presentado 
los parámetros para los que aparece diferencia significativa entre control y tratamiento. Las temperaturas 
representan las medias de las máximas del testigo y del interior del microtúnel. Media±EE de 3 repeticiones. 








(28.1 ºC/ 32.7 ºC) 
PRODR 58.00±2.00 43.43±3.68 0.025 
PBRIX 5.54±0.01 4.48±0.18 0.018 
PORMSR 19.30±0.19 17.70±0.52 0.046 
BRIX 17.00±0.15 15.27±0.27 0.005 
HOJAS/P 25.80±0.66 20.50±0.40 0.002 
Mayo 
(33.6 ºC/ 37.4 ºC) 
PORMSR 22.84±0.44 21.03±0.07 0.015 
BRIX 22.07±0.39 19.83±0.07 0.005 
RPOL 17.55±0.35 14.40±0.10 0.002 
Junio 
(34.9ºC/ 37.8 ºC) 
AAMINO 0.68±0.05 0.47±0.05 0.031 
Julio 
(42.74 ºC/ 50.1 ºC) 
- - - - 
 
3.6. Microtúneles: Influencia del estado de desarrollo en la respuesta al golpe de calor                    Resultados 
224 
La tabla 6.3 muestra diferencias entre bastantes parámetros agronómicos, ej. en las cuatro 
fechas se observa una disminución de la producción, de la polarización, alfa-aminos, sodio e IEA en 
las plantas que sufrieron el golpe de calor (sombreado en naranja). Esta tendencia en todas las fechas 
no muestra, sin embargo, diferencias significativas en el análisis estadístico realizado de forma 
individual. Para comprobar si esta tendencia general se podía considerar como un hecho global,  se 
realizó una comparación entre los datos de los controles y los microtúneles reagrupando los datos de 
las cuatro fechas. Cuando se analizan los datos reagrupados se observa que sea cual sea la fecha del 
tratamiento con el microtúnel, este tiene efectos en recolección (Fig. 6.4)  con una disminución de la 
biomasa total (PRO) y de la polarización (POL) entre otros parámetros (Tabla 6.4). Parece que se 
produce una  inhibición del crecimiento, posiblemente por las limitaciones en la fotosíntesis que 
impone el aumento de temperatura. Finalmente, los golpes de calor no afectaron a la calidad del jugo 
(no hay variación significativa en el contenido en azúcares reductores ni en el % VTIR).  
 
Tabla 6.3. Efecto de los microtúneles en los parámetros agronómicos en recolección para cada fecha de 
tratamiento. Las abreviaturas están desarrollados en el apartado de Abreviaturas.  Se han marcado en naranja 
aquellos parámetros que disminuyen en el microtúnel respecto al control en todas las fechas. En verde se han 
marcado los parámetros que disminuyen en el microtúnel respecto al control en más de una fecha. Media±EE 
de 3 repeticiones. Análisis mediante t-test. 
 
Abril PROD POL AAMINO POTASIO SODIO AZRED IEA VTIR 
Testigo 102.8±2.1 19.8±0.1 0.99±0.05 4.91±0.13 0.71±0.03 0.19±0.01 133.4±2.5 89.56±0.22 
Microtúnel 83.9±6.4 19.6±0.1 0.94±0.03 4.97±0.11 0.65±0.03 0.18±0.01 108.2±8.0 89.71±0.14 
Sig. 0.082 0.130 0.492 0.430 0.374 0.678 0.081 0.671 
 
Mayo PROD POL AAMINO POTASIO SODIO AZRED IEA VTIR 
Testigo 99.8±3.3 19.9±0.1 0.89±0.03 4.82±0.05 0.71±0.05 0.20±0.00 130.3±4.5 89.84±0.05 
Microtúnel 94.7±2.2 19.7±0.1 0.85±0.08 4.76±0.17 0.69±0.01 0.18±0.01 122.8±2.9 89.95±0.18 
Sig. 0.432 0.370 0.512 0.791 0.854 0.199 0.387 0.512 
 
Junio PROD POL AAMINO POTASIO SODIO AZRED IEA VTIR 
Testigo 105.9±5.3 20.1±0.3 0.96±0.03 4.81±0.07 0.71±0.02 0.19±0.01 138.9±6.1 89.85±0.12 
Microtúnel 97.0±5.4 19.6±0.1 0.87±0.09 4.72±0.14 0.62±0.04 0.19±0.00 125.1±7.1 89.85±0.19 
Sig. 0.435 0.202 0.520 0.435 0.099 0.742 0.342 0.965 
 
Julio PROD POL AAMINO POTASIO SODIO AZRED IEA VTIR 
Testigo 100.1±1.8 20.0±0.0 0.95±0.02 5.02±0.13 
0.77±0.0
9 0.19±0.01 131.2±2.3 
89.77±0.
11 
Microtúnl 93.0±9.7 19.7±0.3 0.79±0.07 4.72±0.09 
0.70±0.0
5 0.20±0.00 120.2±11.8 
89.93±0.
19 
Sig. 0.502 0.430 0.086 0.118 0.458 0.270 0.404 0.423 
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Tabla 6.5. Efecto de los microtúneles en recolección reagrupando las cuatro fechas de ensayo y eliminando el 
factor fecha. Entre paréntesis se muestra el EE. Se muestran coloreados los parámetros que muestran 
diferencias significativas entre control y tratamiento y en la significación se han marcado las que presentan 





























































































































Sig. 0.017* 0.018* 0.031* 0.178 0.048* 0.709 0.008** 0.230 
 
 
3.6.2.2. Parámetros fisiológicos estudiados en los ensayos de microtúneles de la 3ª campaña 
 
A continuación se muestran los valores de los parámetros fisiológicos estudiados en esta  
ensayo de microtúneles para propiciar golpes de calor en los diferentes momentos de crecimiento de 
la remolacha de abril, mayo, junio y julio.  
Durante esta campaña se midió el contenido hídrico y el contenido hídrico relativo de las 
hojas en las cuatro fechas. La figura 6.10 muestra estos parámetros junto con el % de materia seca 
de hojas y raíces que también indican el estado hídrico de la planta. En cuanto al contenido hídrico, 
no se aprecian diferencias entre los controles (C) y los tratamientos (T) de abril y mayo (Fig. 10). En 
junio, el tratamiento con el microtúnel produjo un aumento del contenido hídrico de la hoja y en julio 
una disminución. Al observar los valores de contenido hídrico relativo, el golpe de calor en abril y 
mayo disminuye ligeramente el CHR de la hoja, pero no cambia en junio y julio. También se 
muestran los valores del % de materia seca y de raíz que dan también una idea del estado hídrico de 
los tejidos.  En la figura 6.10 C, se muestra  que el golpe de calor afectó ligeramente al porcentaje de 
materia seca de hojas y de raíces en las muestra de abril y mayo, no viéndose afectados los valores 
de junio y julio. En general, una disminución de la materia seca se correlaciona a la inversa con el 
contenido hídrico del órgano, por los que una disminución de la materia seca en las hojas y raíces de 
los muestreos de abril y mayo indicarían mayor contenido hídrico en las remolachas de los 
tratamientos. En cualquier caso las diferencias encontradas son pequeñas y no son significativas. 
Además, los datos de contenido hídrico de las plantas indican que el estado hídrico de las remolachas 
de los tratamientos y de los controles es muy similar en casi todos los muestreos o, en su caso, las 
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diferencias no fueron significativas (Fig. 6.10, A y B). Estos resultados en su conjunto muestran que 
la utilización de los microtúneles con riego a demanda es una buena herramienta para provocar una 
subida de temperatura permaneciendo constante el estado hídrico de la planta, lo que permite el 
estudio independiente de ambos factores.  
 
A)  B)  
C)  
Figura 6.10. A) Contenido hídrico (CH) y B) Contenido hídrico relativo (CHR) de las hojas de las remolachas 
en las cuatro fechas ensayadas. C: control; T: Tratamiento con el microtúnel. C) % de materia seca de raíz y 
de hoja en el control (testigo) y el tratamiento (microtúnel) para las cuatro fechas ensayadas. 
 
En este ensayo se determinó también la cantidad de glucosa (indicativo de los azúcares 
reductores presentes), la cantidad de proteína (en relación con la utilización del nitrógenos), y la 
cantidad de prolina, así como las actividades enzimáticas de degradación de la sacarosa. Todas estas 
determinaciones se hicieron tras el tratamiento de 15 días con el microtúnel al termino del cual, se 
quitó el microtunel y se analizaron las remolachas de la parcela tratada y de parcelas controles sin el 
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muestra que el tratamiento con microtúneles no modificó de forma importante la cantidad de glucosa. 
Se muestran diferencias más importantes entre las diferentes fechas ensayadas. Los mayores niveles 
de glucosa en la raíz se dan en las fechas de mayo y junio. 
 
Figura 6.11. Cantidad de glucosa por 100 gpf en la raíz de las plantas ensayadas para las cuatro fechas. Las 
barras de error muestran  EE. Análisis mediante t-test, (*) p<0,05; (**) p< 0,01; (***) p<0,001. Diferencias 
entre los tratamientos comentadas en el texto. 
 
La cantidad de proteína disminuye al recibir las plantas el golpe de calor en todas las fechas 
muestreadas. Existen diferencias estadísticamente significativas en los meses de mayo y junio (figura 
6.12.). Estos resultados indicarían que un aumento de Tª disminuye la cantidad de nitrógeno 
destinado a proteínas. Esto podría indicar una situación en la que se están preservando los hidratos 
de carbono y el nitrógeno, para ser utilizados en otras vías metabólicas, como por ejemplo, la síntesis 
de osmolitos.  
 
 
Figura 6.12. Cantidad de proteína por g de peso fresco presente en las raíces de las plantas en las cuatro fechas 
muestreadas. Las barras de error muestran  EE. Análisis mediante t-test. (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) 
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3.6.2.3. Actividades enzimáticas en el ensayo de microtúneles en la 3ª campaña 
 
Las actividades enzimáticas también muestran distintos comportamientos en función de las 
fechas del golpe de calor. 
 
En mayo y junio el tratamiento aumenta la actividad de todas las enzimas de degradación de 
la sacarosa (Fig. 6.13). Esta diferencia es estadísticamente significativa en el caso de la invertasa 
neutra en junio. En el caso de la invertasa ácida sólo es significativo el aumento del mes de mayo. 
En abril se ve incrementada sólo la actividad invertasa ácida y en julio sólo la actividad invertasa 
neutra (Fig. 6.13). En el mes de julio la actividad SS disminuye tras el golpe de calor de forma 
significativa. Estos resultados refuerzan la idea del estado metabólicamente diferente que presentan 
las plantas en cada una de las fechas muestreadas. En las correlaciones analizadas que se presentaron 
en el capítulo 3.2 (Tablas 2.1, 2.3, 2.6 y 2.10), la actividad sacarosa sintasa se presenta vinculada al 
estado fenológico del cultivo, disminuyendo hacia el verano. Sin embargo, estos resultados del 
ensayo de microtúneles, ponen en evidencia que esta enzima presenta capacidad de respuesta ante el 
choque térmico. El golpe de calor en los meses de mayo y junio desencadenan respuestas que 
requieren de la movilización de reservas en la raíz. 
En su conjunto estos resultados muestran que las actividades enzimáticas degradativas de la 
sacarosa aumentan con la subida de temperatura en remolachas con estados de desarrollo de los 
meses de mayo y junio.  
  




A) Actividad Sacarosa sintasa específica (U 
mg-1 prot) 
 
B) Actividad Invertasa neutra específica (U 
mg-1 prot)  
 
C) Actividad Invertasa ácida específica (U 
mg -1 prot)  
 
Figura 6.13. Actividades específicas de la degradación de la sacarosa durante los ensayos con microtúneles 
para las cuatro fechas muestreadas. A) Sacarosa sintasa; B) Invertasa neutra; C) Invertasa ácida. Las barras 
de error muestran  EE. Análisis mediante t-test, (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. Diferencias entre 
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3.6.2.4. Niveles de prolina en el ensayo de microtúneles en la 3ª campaña 
 
Los niveles de prolina fueron medidos en hojas y raíces en las cuatro fechas ensayadas. En 
la figura 6.14, se muestra que en general, los niveles de prolina determinados en todos los muestreos 
son niveles muy bajos (entre 0,2 y 1,2 µmoles /gpf) comparados con valores del orden de 4 -5 µmoles 
/gpf encontrados en otras campañas anteriores (Monreal et al. 2007). A pesar de ser muy bajos,  
revelan algunas diferencias entre los tratamientos. En los muestreos de abril y mayo, el tratamiento 
con microtúneles aumenta el contenido en prolina de raíces y hojas. En los ensayos de junio y julio 
la respuesta de las plantas respecto a la síntesis de prolina varía. En junio no hay diferencia en la 
acumulación de prolina en las hojas respecto al control. Esto esta en relación con los datos de % de 
materia seca, Fig. 6.10. C y % CHR, Fig. 6.10 B). Parece que el tratamiento con el microtúnel en 
esta fecha no produjo ningún desequilibrio hídrico a nivel de hojas. De hecho, la cantidad de prolina 
en raíces disminuye para esta fecha. Parece que el microtúnel mejora las condiciones hídricas de las 
plantas en el mes de junio. En julio vuelve a darse este efecto, aún más evidente en las hojas, pero 
también apreciable en las raíces. Estos datos indican que en abril y mayo, el golpe de calor produjo 
desequilibrios hídricos en las hojas y las raíces en los que interviene la prolina. En junio y julio, las 
condiciones de los microtúneles mejoran el estado hídrico de las plantas. Esta estaría en relación con 
una menor evapotranspiración propiciada por la presencia de la estructura de plástico.  
 
 
A) Prolina en las hojas 
 
 
B) Prolina en las raíces 
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3.6.2.5. Actividad fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) en los ensayos de microtúneles en la 3ª 
campaña 
 
Durante esta campaña también se midieron los parámetros relacionados con la actividad y la 
regulación de la PEPC de las raíces de remolacha para establecer una posible relación de esta enzima, 
implicada en el metabolismo del nitrógeno en su función anaplerótica, y los tratamientos térmicos. 
La bibliografía actual establece que la PEPC tiene una Tª óptima de 30 ºC y que el pH óptimo 
es de 8 (Chollet et al. 1996). También es sabido que la PEPC trabaja en sus diferentes contextos 
fisiológicos a un pH subóptimo de 7,1 a 7,3 que son los pH celulares. La relación entre la actividad 
determinada a pH óptimo de 8 y a pH subóptimo de 7,3 o 7,1 se toma como una medida del estado 
de fosforilación de la enzima que está en relación con su estado de activación (Echevarría & Vidal, 
2003). De esta manera, una relación pH 8/pH 7,3 o pH 7,1 baja, es decir, próxima a uno, indica una 
PEPC fuertemente fosforilada, por el contrario una relación alta refleja una enzima pobremente 
fosforilada (Echevarría et al. 1994). El estado de fosforilación de la enzima también puede 
determinarse midiendo la activación con glucosa-6P (G6P), efector positivo de la enzima. 
Activaciones altas en presencia de G6P indican una enzima pobremente fosforilada mientras que 
activaciones más bajas indican una enzima fuertemente fosforilada (Echevarría et al. 1994). 
Finalmente, la enzima fosforilada es resistente a la inhibición por L-malato (efector negativo de la 
enzima) mientras que la enzima desfosforilada es sensible al málico, siendo fuertemente inhibida por 
este (Echevarría & Vidal 2003).   Es este apartado hemos estudiado la influencia de los golpes de 
calor tanto en la actividad como en el estado activación por fosforilación de la PEPC.  En la figura 
6.15 se presentan los datos de actividad PEPC determinada a los 3 pH de 7,1; 7,3 y 8. El tratamiento 
con microtúneles aumentó la actividad PEPC medida a pH 8 para todas las fechas ensayadas de forma 
importante y estadísticamente significativa y en el de junio de forma leve. En esta fecha llama la 
atención la poca diferencia existente entre la actividad de la enzima a los 3 pHs ensayados. Los 
valores más altos de actividad PEPC a pH 8 se dieron en los golpes de calor de abril y mayo y las 
actividades más bajas en junio y en julio. La actividad a pH 7,3 sigue un patrón diferente. Aumenta 
en el ensayo de abril y en el de julio (de forma estadísticamente significativa), pero disminuye en los 
ensayos de mayo (con significación estadística) y junio. 
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Figura 6.15. Actividad específica de la PEPC a los tres pHs ensayados durante el ensayo con microtúneles.■ 
Actividad específica a pH 7,1; ■ Actividad específica a pH 7,3; ■ Actividad específica a pH 8. 1: 
Corresponde al control; 2: corresponde al tratamiento. Las barras de error muestran  EE. Analisis t-test, 
(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p < 0,001. Diferencias entre los tratamientos explicadas en el texto. 
 
En cuanto a los niveles de fosforilación, en la figura 6.16 se muestra la relación pH 8/pH 7,3 
y pH 8/pH 7,1. El tratamiento aumenta esta relación en todos los casos, tanto de pH8/ pH 7,1 como 
de la de pH8/ 7,3, para todas las fechas ensayadas, excepto en la relación pH 8/7,3 para el mes de 
julio. El análisis estadístico revela que estas diferencias son significativas para los ensayos de abril, 
mayo y junio en el caso de la relación pH 8/7,1 y para los ensayos de abril y mayo para la relación 
pH 8/7,3. Valores de 4 y de 2,5 (abril, mayo; golpe de calor) son ratios que indican una enzima 
desfosforilada, mientras que los valores próximos a 1 de abril y junio indicarían una enzima 
fosforilada. Se puede concluir por tanto, que este parámetro apunta a que el golpe de calor en las dos 
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Figura 6.12. Relación entre la actividad PEPC a los diferentes pHs medidos en las cuatro fechas ensayadas. ■ 
pH8/pH7,1; ■ pH8/pH7,3. 1: Corresponde al control; 2: corresponde al tratamiento. Las barras de error muestran 
 EE. Análisis t-test, (*) p<0,05; (**) p <0,01; (***) p<0,001. Diferencias entre los tratamientos explicadas en 
el texto. 
 
Como ya se ha señalado, la activación por G6P puede ser indicativa también del estado de 
fosforilación de la enzima. Los datos de activación con glucosa 6P (Fig. 6.17) concuerdan con la 
relación de pHs. La G6P produjo una activación de la PEPC de las remolachas tratadas en mayo que 
indican un bajo estado de fosforilación de la enzima. Igualmente, los proporciones de 2,5 de la PEPC 
de las remolachas de abril indicarían también un bajo estado de fosforilación, sin embargo, en este 
experimento no hay diferencias entre el control y el ensayo térmico. Finalmente, los valores de 
activación de la PEPC de junio y julio son mayores en el tratamiento que en el control, con un nivel 
de activación de la actividad por G6P que corresponderían a niveles más altos de fosforilación de la 
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Figura 6.17.  Activación con G6P de la actividad PEPC media a pHs subóptimos de 7,3 y 7,1. Las barras de 
error muestran  EE. Análisis t-test, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. (***) p < 0,001. Diferencias entre los 
tratamientos explicadas en el texto. 
 
La figura 6.18  muestra el tercer parámetro utilizado para evaluar el nivel de fosforilación de 
la enzima, la respuesta al inhibidor L-malato. Mayores niveles de inhibición mostrarían una enzima 
más desfosforilada. Se ha ensayado el % de inhibición para dos concentraciones diferentes, 0,5 mM 
y 1 mM del efector negativo. De nuevo los datos concuerdan y el tratamiento aumenta la inhibición 
con málico, lo que indica que el golpe de calor desfosforila a la PEPC. Esta inhibición es más evidente 
en el ensayo de julio. Para la concentración de 0,5 mM hay diferencias significativas entre control y 
tratamiento en los ensayos de abril y mayo.  
Colectivamente estos resultados indican que la PEPC se encuentra en diferentes estados a lo 
largo del desarrollo del cultivo. Además se pone en evidencia que el golpe de calor produce 
modificaciones en el estado de fosforilación de la PEPC. El ensayo del mes de mayo se manifiesta 
la desfosforilación de la enzima tras el golpe de calor en los tres parámetros estudiados. En el mes 
de abril y junio, la desfosforilación se evidencia sólo en la relación de pHs y en el ensayo de julio es 
en la inhibición con málico. Esto podría indicar la acción de diferentes mecanismos de regulación de 
la enzima. 
Se realizaron también para estos muestreos los ensayos de resistencia térmica de la PEPC in 
vitro. La figura 6.19 muestra la actividad específica de la PEPC a pH 8 en las diferentes temperaturas 
ensayadas. Se observa que para los ensayos de abril y mayo , se produce un espectacular incremento 
del óptimo de temperatura tras el golpe de calor que representan 7,3 y  3,6 veces más actividad de la 
enzima ensayada a 50 ºC respecto a la ensayada a 30 ºC para los meses de abril y mayo 
respectivamente. En el ensayo de junio es donde se dan los mínimos de actividad y la temperatura 
óptima es 40º C, pero hay muy poca diferencia entre la actividad PEPC a las 3 temperaturas 
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que se sitúa a 50 ºC, aunque no se llega a los valores de abril y mayo. Estos resultados muestran 
también que el tratamiento con golpe de calor aumenta la resistencia térmica in vitro. En el muestreo 
de abril es el más evidente pero también se observa en los de mayo y julio. Hay que señalar que un 
efecto de este tipo no ha sido referido en la literatura a fecha de hoy, por lo que sería de interés 
profundizar en los mecanismos moleculares que pudieran estar en la base de una respuesta tan 
diferente a la Tª de la PEPC de los tratamientos de abril y mayo, respecto a los de junio y julio.  Los 
datos obtenidos en los parámetros de fosforilación de este trabajo (Fig. 6.16), indican que sería  la 
PEPC desfosforilada (mayor relación pH8/7,3 y pH8/7,1)  la que presenta mayor resistencia térmica 
in vitro. Trabajos posteriores será necesarios para confirmar esta hipótesis. 
 
Figura 6.18  de inhibición de la actividad PEPC en presencia de 0,05 mM y 1 mM de málico. Las barras de 
error muestran  EE. Análisis t-test, (* ) p < 0,05; (** ) p < 0,01. (***) p < 0,001. Diferencias entre los 




Figura 6.19 . Actividad específica de la PEPC a pH 8 ensayada in vitro a diferentes temperaturas: 30 ºC, 40 
ºC y 50 ºC. Las barras de error muestran  EE. Análisis t-test, (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001. 
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Estos datos en su conjunto muestran que el golpe de calor producido por los microtúneles 
modificó la actividad PEPC de las raíces. Este efecto es debido a la temperatura ya que como se ha 
visto en este capítulo, el microtúnel tuvo escasos efectos sobre la acumulación de prolina (Fig. 6.14) 
y en el caso de la materia seca de hojas y raíces disminuyó o permaneció similar tras el golpe de calor 
(Fig. 6.10). Esto muestra que los posibles efectos de un déficit hídrico estaban bastante minimizados. 
Las modificaciones en la actividad PEPC presentan diferentes patrones en función del momento del 
golpe de calor.  
- En las cuatro fechas ensayadas, el golpe de calor aumentó la actividad PEPC a pH 8. Este 
aumento es estadísticamente significativo en abril, mayo y julio. En el caso de la condición 
control, es el muestreo de mayo y después el de abril el que muestra una mayor actividad 
PEPC a pH 8 y los muestreos de junio y julio una menor actividad. 
- El golpe de calor aumentó la actividad a pHs subóptimos (pH 7,3 y 7,1) en abril y julio y la 
disminuyó en mayo. 
- En cuanto a los parámetros relacionados con la fosforilación, presentan resultados 
contradictorios en algunos casos, indicando la posible existencia de otras modificaciones en 
la proteína que podrían variar su comportamiento respecto a los parámetros clásicos para 
medir el nivel de fosforilación. 
- En el caso de la condición control, partiríamos de una enzima más fosforilada en los 
ensayos de junio según la relación entre pH 8/ pHs subóptimos y las medidas de activación 
con G6P. Los valores de inhibición con málico, indican que es la enzima de julio la que 
muestra mayor fosforilación. 
- La encima menos fosforilada para la condición control, la encontramos en los ensayos de 
abril y mayo, respectivamente, según la relación entre pHs y la activación. 
- En el ensayo de mayo esto coincide con un aumento muy notable y estadísticamente 
significativo en la resistencia térmica: el golpe de calor desfosforila a la PEPC, aumenta 
su síntesis y aumenta su resistencia térmica in vitro, presentando una temperatura óptima de 
50ºC.  
- En el ensayo de abril, la relación entre pHs y la inhibición con málico indican que el golpe 
de calor desfosforila a la PEPC (estadísticamente significativo) pero en este caso la 
resistencia térmica no varía.  
- En el ensayo de junio es donde se dan más datos contradictorios sobre la activación por 
fosforilación. El golpe de calor disminuye la fosforilación según la relación de pHs 
(estadísticamente significativo), aumenta la fosforilación según la activación por G6P y no 
afecta a la fosforilación según la inhibición por málico (estos dos últimos parámetros sin 
significación estadística). 
3.6. Microtúneles: Influencia del estado de desarrollo en la respuesta al golpe de calor                    Resultados 
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- En el ensayo de julio, los parámetros de activación con G6P y los de inhibición con málico 
(significativo) coinciden en señalar que el tratamiento disminuye la fosforilación de la PEPC 
de raíz. 
En general, en la mayoría de condiciones y parámetros estudiados, el golpe de calor aumenta la 
síntesis de PEPC y disminuye su fosforilación. En las condiciones fenológicas que se dan en 































En este trabajo se ha analizado la repercusión de los golpes de calor (aumentos bruscos de Tª, 
frecuentes en el verano andaluz) en la producción y la calidad de la remolacha azucarera de 
siembra otoñal. Se ha estudiado la repercusión de los golpes de calor en parámetros agronómicos 
y fisiológicos tanto en condiciones de cultivo en campo como en condiciones controladas.  
 
4.1. Los efectos del túnel en los parámetros agronómicos 
 
Los resultados muestran que la estrategia de utilización de un túnel de plástico fue eficaz 
para reproducir artificialmente los golpes de calor en el cultivo. Este tipo de túnel ha sido utilizado 
por otros autores en ensayos con remolacha azucarera para la inducción de déficit hídrico (Chołuj 
et al. 2008). En el ensayo de la primera campaña, las condiciones ambientales se variaron de 
forma muy moderada con el uso de los túneles respecto a la parcela control, destacando una mayor 
temperatura diurna (entre 2 ºC y 3 ºC) (Fig. 1.3) en el túnel cerrado (T2) y menor humedad relativa 
en el túnel ventilado (T3) (Tabla 1.2.). En la segunda y tercera campaña, el túnel cerrado por un 
lateral (T3) permitió generar el efecto de los golpes de calor, consiguiéndose incrementos de Tª 
de entre 8 a 15 ºC respecto al exterior (Fig. 1.9; Fig.1.11). Para comprender los resultados 
obtenidos fue determinante la consideración de los parámetros climáticos de cada campaña que 
se resumen en temperaturas moderadas y abundantes lluvias en la primera campaña, temperaturas 
altas y lluvias escasas en la segunda campaña y temperaturas altas y lluvias moderadas en la 
tercera campaña. Nuestros resultados muestran que incluso las ligeras variaciones de Tª de la 
primera campaña, influyen en importantes parámetros agronómicos como también ha sido 
descrito para otras especies en relación a pequeñas variaciones de temperatura (Lafta & Lorenzen 
1995; Loveys et al. 2002). Los ensayos de la segunda y la tercera campaña nos han permitido 
evaluar la magnitud del efecto en las plantas de un mayor estrés y la interacción de la temperatura 
con otros factores limitantes para el cultivo. Además las condiciones climáticas de la segunda 
campaña y los resultados obtenidos permiten concluir que las remolachas de la segunda campaña 
estuvieron sometidas a un estrés combinado de alta temperatura (golpe de calor) e hídrico 
mientras que en la tercera se logró independizar parcialmente el efecto de la alta temperatura per 
se ya que las plantas estuvieron mejor hidratadas.  
Durante la primera campaña, los datos muestran que la cobertura de los túneles 
proporcionó en el interior una mayor humedad en las situaciones de menor humedad ambiental 
exterior, como muestran los datos de humedad relativa mínima, mayor en los túneles cubiertos 
(T2 y T3) que en la situación control (T1, Tabla 1.2). Esto protegió a las plantas frente a la pérdida 
de agua, como muestra el mayor contenido hídrico de la plantas bajo los túneles reflejado en una 
mayor superficie foliar específica (Fig. 1.4.G), un menor brix del peciolo (Fig. 1.4.I) y un menor 
brix de la raíz (Fig.1.4.F). Estas variaciones no tuvieron repercusiones significativas en la 
producción de sacarosa o de raíz en recolección. Es importante destacar que las condiciones de 




ligero aumento de temperatura del túnel T2 (sin ventilar, Tabla 1.2) redujeron de forma 
significativa la producción foliar en meses de crecimiento (mayo-junio, Fig. 1.4. C) y que esto 
influyó de forma apreciable en la producción de sacarosa (Fig.1.4.B) y llamativamente en la 
polarización de finales de mayo (Fig.1.4.E).  
Estos datos señalaban a la influencia de la disminución del área foliar en meses decisivos 
para la producción de sacarosa en la remolacha en respuesta al aumento de temperatura. Esto 
también se ha puesto de manifiesto en las siguientes campañas.  
Los resultados de los parámetros agronómicos analizados mostraron para la segunda 
campaña que el golpe de calor en T3 tuvo repercusiones dramáticas en la producción tanto de raíz 
como de sacarosa (Fig. 1.10A y Fig. 1.10B respectivamente). En la tercera campaña de nuevo la 
producción de raíz y de sacarosa caen en el tratamiento de mayor estrés térmico (T3; Fig. 1.16A). 
Es importante resaltar que en la segunda campaña, las producciones de raíz en recolección fueron 
muy bajas y se movieron entre 40 (T3) y 90 (T1) t/Ha. Para la tercera campaña, estos valores casi 
se duplicaron, situándose entre 100 (T3) y 150 (T1) t/Ha. Esto indica que las condiciones 
impuestas por los túneles durante estas dos campañas provocaron efectos en las plantas, pero 
sugería que otros parámetros  estaban afectando a las remolachas dentro y fuera del túnel. La 
disminución de producción observada en las raíces de T3 en ambas campañas puede explicarse 
por la caída de la producción foliar. Durante la segunda campaña se produjo una fuerte caída de 
las hojas en T3 (Fig. 1.7 y Fig. 1.10D). Esto indica que una restricción severa del aporte de 
fotosintatos a la raíz, sería el componente principal de la restricción del crecimiento del sumidero, 
de la pérdida de biomasa de raíz (t Ha-1) y de producción de azúcar por hectárea (t Ha-1). Sin 
embargo, debido a esta restricción del crecimiento, la concentración de sacarosa en las raíces de 
T3 son comparables a las de las raíces controles (Fig. 1.10, polarización). Recientemente se 
sugerido que en condiciones de estrés hídrico el crecimiento de la planta se ve frenado, pero la 
acumulación de compuestos de carbono no se ve disminuida (Muller et al. 2011), coincidiendo 
con lo observado en nuestros ensayos.  
En la tercera campaña la producción foliar vuelve a caer tras la apertura del túnel (Fig. 
1.16C, 4º muestreo), aunque de una forma más moderada que en la campaña anterior. En esta 
campaña, el LAI también es menor en T3 para todos los muestreos (Fig. 1.16D). La escasa 
diferencia en la producción de peso fresco de hojas (Fig. 1.16C) y un LAI marcadamente diferente 
se deben en primer lugar a la diferencia en el contenido hídrico de las hojas (Peso seco de hojas; 
Fig.1.16H). Las hojas de la condición T3 presentan mayor contenido hídrico que el control desde 
la apertura del túnel (3º muestreo). En segundo lugar, las hojas presentan una morfología diferente 
(Fig.1.15), con un mayor desarrollo de peciolos y menor desarrollo de limbos. En ensayos con 
A.thaliana sometidas a estrés hídrico, térmico y combinado, han sido descritas una serie de 
modificaciones anatómicas de la hoja (aumento del peciolo respecto al tamaño total de la hoja, 
variación en el ángulo de inserción de la hoja aumentando la perpendicularidad respecto al suelo, 




hiponastia) como respuesta diferencial al estrés térmico y no al hídrico (Vile et al. 2012). En este 
sentido, nuestros resultados coinciden con lo observado por Vile y su equipo, ratificando que 
durante la tercera campaña se consiguió aislar el estrés hídrico del térmico en los ensayos.  Esta 
disminución del área fotosintéticamente activa podría explicar la reducción de la producción de 
raíz. En esta tercera campaña la polarización muestra diferencias importantes para el 4º y 5º 
muestreo (Fig. 1.16E).  
Estos resultados en su conjunto muestran que en las condiciones de la segunda y la tercera 
campaña, el golpe de calor disminuyó la producción de raíz y de sacarosa por hectárea (raíces 
más pequeñas o muertas). Esta disminución de la producción global puede explicarse desde la 
pérdida de área fotosintéticamente activa, observada en el parámetro del LAI que disminuyó en 
los tratamientos respecto al control en las dos últimas campañas y que produjo una reducción del 
crecimiento pero no de la concentración de sacarosa. 
Junto a estas evidencias, los parámetros relacionados con el contenido hídrico muestran 
que todas las plantas de la segunda campaña estaban sometidas a una situación de déficit hídrico 
que agravó el efecto térmico. La producción de raíz de las plantas control en la segunda campaña, 
fue la mitad que la de las plantas de la tercera campaña. En la segunda campaña, las remolachas 
de T3 presentan mayores valores de materia seca de hojas (Fig.1.10.H), de brix de peciolo (Fig. 
1.10.J) y de brix de raíz (Fig.1.10.F). En la tercera campaña en cambio, las plantas de la condición 
T3 presentaban valores de contenido hídrico ligeramente mayores que los de las plantas control: 
menor materia seca de hojas y de raíz (Fig.1.16.H y J) y menor brix de raíz (Fig. 1.16. F) y peciolos 
(Fig. 1.16. I).  
La subida de polarización en la siembra otoñal, es general a partir de unos determinados 
grados día. La acumulación de sacarosa en la raíz es progresiva a lo largo del cultivo hasta 
alcanzar los 3200 GDÍA (mediados de junio, normalmente). En este punto la pérdida de hojas se 
hace más patente y la polarización permanece constante. A partir de ese momento las variaciones 
en la acumulación de sacarosa pueden deberse más a la desecación de la raíz que a un aumento 
neto de sacarosa (Echevarría & Morillo-Velarde 2005). La llegada del verano y las altas 
temperaturas ayudan a aumentar la concentración de sacarosa en la raíz. Además del efecto 
secado, la sacarosa también puede actuar como protector osmótico y crioprotector mejorando la 
tolerancia al estrés abiótico (Nägele et al. 2012). Durante la primera y la segunda campaña se 
observó esta fuerte correlación entre la integral térmica, grados día (GDÍA) y la polarización 
(Tabla 1.3). Pero esta correlación se pierde en la tercera campaña. El aumento de la temperatura 
debido al túnel es esta 3ª campaña produjo la mayor diferencia en la integral térmica (GDÍA) entre 
control y T3, de las tres campañas estudiadas (Fig.1.22). El buen estado hídrico de las plantas en 
esta tercera campaña unido al efecto protector de los túneles (Fig. 1.21.A), generó un retraso en 
el aumento de la polarización en los tratamientos T2 y T3 (Fig. 1.16E). Estas dos circunstancias 
podrían explicar la pérdida de relación en esta tercera campaña entre la integral térmica y a 




polarización y sugiere que un golpe de calor con un perfil hídrico adecuado está en la base de un 
desacople entre el estado fenológico y la polarización. 
 
La comparación entre las tres campañas  nos ha permitido demostrar que con una buena 
disponibilidad hídrica, sobre todo en los primeros momentos del desarrollo de la planta, los golpes 
de calor tienen mucho menos efecto en los parámetros agronómicos de la remolacha. En ausencia 
de lluvias sería de gran interés para la producción y la resistencia de la planta al calor, una 
programación de los riegos en la fase temprana del desarrollo.  
 
El análisis de las correlaciones de los parámetros climáticos con los parámetros 
agronómicos se realizó tomando los datos de las tres campañas y de todos los ensayos realizados, 
lo que permite detectar comportamientos generales del cultivo: 
- Mayores temperaturas mínimas (y no las temperaturas máximas) van asociadas a 
mayores valores en los parámetros relacionados con la materia seca de la raíz 
(azúcar/Ha, producción de materia seca de raíz), lo que indica un menor contenido 
hídrico en la raíz (Tabla 1.6). 
- La temperatura media se correlaciona de forma directa con la producción de raíz 
y de hojas. La temperatura media es el parámetro que determina la integral térmica y 
por lo tanto va marcando el estado fenológico de las plantas. Durante este primer año 
de vida, las plantas de remolacha van creciendo, tanto la parte autótrofa como la 
heterótrofa, lo que explica esta correlación con las temperaturas medias 
- La evapotranspiración calculada muestra una correlación directa con el brix de la 
raíz y con la producción de raíz a nivel global (Tabla 1.6). En las correlaciones de 
cada campaña también se observa que de todos los parámetros climáticos, es la EToC 
la que mantiene correlaciones importantes con la mayoría de los parámetros 
productivos (Tabla 1.6). Estas correlaciones son directas en producciones de raíz o 
de materia seca y son inversas en el caso de la producción foliar. En las tres 
campañas se observa que el túnel disminuye la EToC respecto del control (Fig. 
1.21.B). Bajo las condiciones de los túneles, es la acción combinada de los parámetros 
climáticos (calculada como la EToC) la que regula el comportamiento productivo de 
la raíz. 
- La integral térmica se correlaciona de forma directa con acumulación de materia 
seca. Esta correlación estaría relacionada con el desarrollo de tejidos maduros con 
menor contenido en agua y mayor contenido de estructuras fibrosas. También 
muestra una correlación directa con los parámetros de acumulación de sacarosa y 
producción de raíz (brix de raíz, polarización, sacarosa, % materia seca raíz, 
producción de materia seca de raíz, producción de raíz). Al aumentar el desarrollo de 




la planta, la raíz aumenta su capacidad de sumidero tanto por tamaño como por 
capacidad de almacenar sacarosa. Seguir este patrón de desarrollo de la acumulación 
de sacarosa es fundamental para la planta para superar la vernalización y conseguir 
el rebrote y la reproducción en su segundo año de vida. 
- La integral térmica muestra en cambio una correlación inversa con la producción 
de hojas y la superficie foliar específica (cantidad de agua de las hojas). Esto es una 
consecuencia de la siembra otoñal, que expone a las plantas en el periodo de 
crecimiento vegetativo más intenso a la época de mayor estrés térmico e hídrico en 
las condiciones climáticas del sur. Al irse desarrollando el cultivo, nos adentramos en 
el verano y las plantas de remolacha, con escaso control estomático, disminuyen su 
área foliar y activan mecanismos de respuesta a estrés, que suponen el aumento de la 
materia seca en hojas (acumulación de osmolitos compatibles, pérdida de agua). 
- Esta respuesta de las plantas al verano queda también ilustrada en las correlaciones 
del LAI que muestra una correlación inversa con prolina de raíz y N--amino (que 
incluiría otros aminoácidos y derivados de estos como la betaína). Cuando la planta 
está sometida a estrés hídrico y térmico, disminuye su área foliar y aumenta la 
producción de sustancias protectoras.  
 
4.2. Evolución de la cantidad de glucosa, de proteínas y de las actividades enzimáticas 
relacionadas con la degradación de la sacarosa. 
 
La glucosa y otros azúcares reductores se acumulan en condiciones específicas del 
desarrollo del cultivo, como en las etapas juveniles o en respuesta al estrés hídrico, y son la causa 
principal de la pérdida de calidad en las remolachas de siembra otoñal (Echevarría & Morillo-
Velarde 2005). Durante la 1ª campaña los niveles de glucosa (Fig. 2.1) se mantuvieron en niveles 
muy bajos para las tres condiciones ensayadas. En la 2ª campaña (Fig. 2.4) para las tres 
condiciones, en el mes de abril se multiplican por 4 los valores de glucosa y se mantienen al 
menos en el doble que en la campaña anterior. En la 3ª campaña también se aprecian altos niveles 
de glucosa para las tres condiciones ensayadas pero desplazados a finales de mayo hasta finales 
de junio. En la segunda y la tercera campaña los niveles de glucosa son mayores en los meses 
centrales del ensayo, pero hacia el final del cultivo descienden. Ha sido descrito en trabajos 
anteriores que por encima de las condiciones de manejo del cultivo, son las condiciones climáticas 
las que determinan la acumulación de estos azúcares, influyendo de forma determinante el riego, 
la variedad y el nitrógeno incorporado por la planta (Jiménez 2004). Aumentan de forma 
considerable al finalizar los riegos, alcanzando para el mes de agosto un 2%, en los cultivos de 
secano respecto a los de regadío, y cuando las plantas acumulan gran cantidad de nitrógeno, 
alcanzando 1,4% (Jiménez 2004). Ninguna de las condiciones muestreadas en este ensayo arroja 




valores tan altos de glucosa, manteniéndose en máximos de 0,4%. Pero son inusuales los 
aumentos encontrados en la segunda y la tercera campaña para los meses centrales del cultivo. 
Esta acumulación de glucosa en la raíz se relaciona en parte con la movilización de reservas para 
reponer los órganos fotosintéticos en las condiciones impuestas por los túneles y en parte con las 
condiciones climáticas del año agronómico. 
La cantidad de proteína en la raíz de remolacha muestra en estudios anteriores un perfil 
descendente al avanzar la edad del cultivo y aumentar la acumulación de sacarosa con valores 
entre 2,5 mg/pf (abril) y 1,2 mg/pf (julio) (Jiménez 2004). En los ensayos de golpe de calor de las 
tres campañas se han registrado máximos en torno a lo encontrado en estudios anteriores, pero 
los valores mínimos han alcanzado los 0,5 mg/pf. En las tres campañas las condiciones de los 
túneles han supuesto cambios en la cantidad de proteína al menos en algún muestreo lo que indica 
que este parámetro tiene una rápida capacidad de respuesta. Cabe destacar el aumento de la 
cantidad de proteína de la raíz durante el 5º muestreo de la segunda campaña (Fig 2.5) en las tres 
condiciones muestreadas que coincide con la recuperación de las plantas, que a partir de ese 
muestreo aumentan ligeramente el LAI, la producción de hojas, la polarización y el brix. La 
recuperación de la capacidad de sumidero estaría asociada a una síntesis proteica a nivel de la 
raíz. También es destacable que en las condiciones de la tercera campaña, T3 mantiene niveles de 
proteína en la raíz por encima de los encontrados en los otros tratamientos. Estos datos sugieren 
que la adaptación al estrés térmico implica una mayor cantidad de proteínas en la raíz.  
 
Actividades degradación de la sacarosa 
Los perfiles de evolución de las actividades enzimáticas indican que es la SS la enzima 
con mayor actividad respecto a las otras actividades degradativas estudiadas en la raíz de 
remolacha. Ha sido descrito que es esta enzima, de las encargadas de la degradación de la 
sacarosa, la que mayor nivel de expresión presenta en la raíz de la remolacha y que, de toda la 
planta, es este órgano el que mayor expresión muestra de SS (González et al. 2005). Presenta 
además valores más estables (menor dispersión en cada muestreo) a lo largo del cultivo, lo que 
indica una mayor estabilidad de la enzima (Fig. 2.3 A, 2.6 A, 2.12 A). En ensayos con distintas 
variedades, distintos tratamientos de riego y abonado, la expresión de la SS en raíz muestra un 
comportamiento similar: hay niveles altos de expresión en fases tempranas del crecimiento y va 
descendiendo paulatinamente hacia el final de los muestreos (González et al. 2005). Este es el 
patrón que se repite en nuestros ensayos. Esta enzima ha sido considerada un marcador 
bioquímico de la fuerza que presentan los sumideros, especialmente en órganos voluminosos 
donde los niveles internos del oxígeno pueden ser bajos (Xu et al. 2012). Recientemente ha sido 
descrito que el análisis global de los estudios hasta la fecha, indican que el desarrollo de grandes 
sumideros es altamente dependiente de la actividad SS. Esta relación es más evidente en plantas 
cultivadas lo que puede ser una consecuencia de la selección y domesticación de sus genotipos 




salvajes (Ruan 2014). Los datos de nuestros ensayos confirman la importancia de esta enzima en 
la raíz de remolacha. También es de las tres actividades enzimáticas estudiadas en este capítulo, 
la que presenta una mayor respuesta al choque térmico ya que es la que mayores diferencias 
significativas presenta entre tratamientos en las tres campañas estudiadas (Tabla 2.8). También 
se han descrito incrementos de expresión de SS en raíces de remolacha cuando aumenta la 
temperatura ambiental (julio-agosto), en ensayos de abonado en exceso y siembra tardía, y en la 
variedad Claudia en déficit hídrico, condiciones que también aumentaban la acumulación de 
azúcares reductores, concluyendo que la SS está implicada en la producción de azúcares 
reductores a altas temperaturas (González et al. 2005). 
 
Las correlaciones de esta enzima con el resto de parámetros estudiados a nivel global (en 
todas las campañas y todos los ensayos) muestran que la actividad SS disminuye cuando avanza 
la edad del cultivo y existe una relación por tanto, entre la actividad de esta enzima y el 
estado fenológico de la planta.  Esto estaría relacionado con su correlación con las 
temperaturas medias y mínimas, que disminuyen la actividad SS (Tabla 2.10).  
La actividad SS también presenta correlaciones interesantes de tipo inverso (Tabla 2.10), 
con los parámetros agronómicos de producción de raíz (fila 1), azúcar por hectárea (fila 3) y 
producción de masa seca de raíz (fila 4). Al aumentar el tamaño de la raíz acumuladora y la 
cantidad de azúcar, disminuye la actividad SS. Esto podría indicar un menor papel de esta 
enzima en la fase de acumulación final de la raíz. Los datos de las correlaciones encontradas a 
nivel global y por campaña, indican que la actividad SS tiene un importante papel en el desarrollo 
del cultivo, podría decirse que su mayor actividad se produce durante la etapa de crecimiento 
vegetativo de la planta. Esto es consistente con evidencias recientes de que SS podría jugar un 
importante papel en el desarrollo. Por ejemplo, el gen que codifican para SS fue uno de los 5 
marcadores expresados en meristemos apicales de tallos (shoot apical meristemos, SAM) en 
tomate (Pien et al. 2001). De acuerdo con esto, la sobreexpresión de SS promovió la iniciación y 
expansión de hojas en algodón, probablemente independiente del efecto osmótico (Xu et al. 
2012). Estos resultados indican que la actividad SS es crítica en la función de los meristemos. 
El análisis de la segunda campaña muestra un claro aumento de la actividad SS en T3, el túnel 
sometido a un mayor estrés hídrico y térmico, que había perdido la mayoría de hojas (Fig. 2.6 A 
y B). Estos resultados estarían en consonancia con los observado en estudios de expresión 
genética en raíz de remolacha, donde la SS aumenta su expresión en determinadas condiciones 
(variedades con mayor producción foliar, abonado en exceso) y en situaciones que favorecen el 
déficit hídrico y/o térmico (ausencia de riegos, verano) (González et al. 2005). Estos resultados 
indican, que además de la importancia de SS en la fase de crecimiento, la SS podría responder a 
situaciones que requieran la movilización de reservas, como fue el rebrote de hojas después de la 
gran defoliación sufrida por las plantas en la segunda campaña. Se ha constatado que los genes 




de SS son activados en situaciones de deprivación de carbohidratos, están fuertemente inducidos 
en bajas condiciones de oxígeno y muestra patrones de expresión estrechamente relacionados con 
la importación de la sacarosa proporcionando prioridad de supervivencia a tejidos clave (Koch 
1996; Koch et al. 2000; Zeng et al. 1998).  
En general la expansión celular es conducida por la acumulación de sacarosa y solutos 
compatibles en la vacuola para mantener un bajo potencial hídrico, esto se vuelve de esencial 
importancia bajo condiciones de sequía, donde las células no consiguen expandirse hasta el 
tamaño normal (Hoffmann 2010). En la segunda campaña nuestros resultados parecen indicar que 
las alteraciones de las actividades hidrolíticas que se observan en T3 priorizan la acumulación de 
sacarosa (Fig. 1.10 E; polarización) en detrimento tanto de la producción de biomasa  foliar (Fig. 
1.10 C) como de raíz (Fig. 1.10 A). En el primer año de crecimiento, la prioridad de la remolacha 
es acumular sacarosa en la raíz para poder hacer frente a la reproducción. La estrategia de las 
remolachas de T3 parece confirmar dicho comportamiento. 
 
Todo esto indica que en la raíz de la remolacha azucarera en las condiciones estudiadas, la 
actividad sacarosa sintasa tiene un importante papel en el crecimiento del sumidero, disminuye 
su actividad en el periodo de concentración de sacarosa y permite la movilización de reservas 
para reponer los órganos fotosintéticos ante la deprivación de carbohidratos.   
 
La invertasa neutra (IN) tiene en general perfiles muy similares a lo largo de las tres campañas 
(Fig. 2.3. C y D; Fig. 2.6. C y D, Fig. 2.12. C y D).   Desciende a lo largo del periodo muestreado 
y repunta tras los riegos. Para esta enzima, es en la segunda campaña donde aparece un mayor 
impacto inducido por el golpe de calor (más diferencias entre tratamientos). Su actividad parece 
estar relacionada con el estrés hídrico ya que tiene repuntes en el  último muestreo (tras el cese 
de los riegos) y mayores diferencias entre el control y el tratamiento en la segunda campaña 
(importante déficit hídrico).  Esto estaría reforzado por las correlaciones globales encontradas con 
esta actividad. La actividad IN total se correlaciona de forma directa y muy significativa en todas 
las campañas, con la cantidad de N--alfa amino en raíz, con la cantidad de potasio y de sodio 
(Tabla 2.11). Estos tres parámetros son indicadores, entre otras cosas, de que se está llevando a 
cabo un proceso de ajuste osmótico en la raíz. También se encuentra una correlación significativa 
y positiva a nivel global con  la actividad total de sacarosa sintasa. Ambas enzimas actuarían en 
situaciones que requieran movilización de reservas para reponer las hojas o generar respuestas de 
ajuste osmótico, principalmente en la etapa de crecimiento de la planta. Ha sido descrito que esta 
enzima presenta sus máximos de actividad en febrero, cuando la planta está en pleno crecimiento. 
A partir de ahí comienza a descender (Jiménez 2004). Recientemente, varios ensayos han 
otorgado un importante papel a esta enzima en el crecimiento de la raíz. Mutantes de Arabidopsis 
con dos de los 9 genes de CIN silenciados, muestran un reducido crecimiento de la raíz (Barratt 




et al. 2009). También se han visto estas reducciones en el crecimiento de la raíz y reducciones en 
la floración en Lotus japonicus  (Welham et al. 2009) y arroz (Jia et al. 2008). Esto concuerda con 
nuestros resultados y la correlación entre ambas enzimas.  
 
La actividad invertasa acida (IA) no presenta diferencia entre los tratamientos en ninguna de 
las campañas, por su gran dispersión de los valores de cada muestreo, lo que parece indicar que 
tiene un patrón de respuesta rápido a demandas  puntuales de movilización de reservas.  
 
4.3. Estrés térmico vs estrés hídrico: Prolina y parámetros hídricos 
   
En este trabajo hemos determinado la cantidad de prolina como índice de estrés hídrico (Monreal 
et al, 2007). Además, se ha relacionado la prolina acumulada en los distintos órganos de la planta 
con determinados parámetros agronómicos representativos del estado hídrico de la raíz y las 
hojas. El seguimiento de este osmolito en las diversas condiciones de ensayo, nos han permitido 
establecer cómo es la dinámica de acumulación de este metabolito en situaciones de presión 
ambiental y los patrones de respuesta a estrés asociados al ajuste osmótico en Beta vulgaris. 
El análisis de las correlaciones de la prolina de la raíz (altísimo nivel de significación<10-
5) con el resto de parámetros, en todas las situaciones ensayadas, aporta un buen esquema general 
del funcionamiento de la prolina como osmolito en esta planta (Tabla 4.5).     
Su correlación directa con el nitrógeno -mino, con los azúcares reductores (fructosa 
y glucosa) y con el Na+ pone de relevancia que no sólo la prolina se acumula como osmolito en 
las raíces en situaciones de estrés, también otros aminoácidos y amidas e iones,  razón por la que 
ambos parámetros están correlacionados. Los azúcares reductores también pueden funcionar 
como osmolitos compatibles y se acumulan en remolacha azucarera en respuesta a sequía (Antolín 
& Sánchez-Díaz 1993)  junto con otros osmolitos como K+, Na+, aminoácidos y glicina betaína 
(Hoffmann 2010). Además, las situaciones de estrés demandan un gasto energético que en el caso 
de la raíz genera la movilización de las reservas de sacarosa.  
Las correlaciones   de la prolina son directa con el porcentaje de materia seca de los 
diferentes órganos de la planta (peciolo, hojas y raíz) e inversas con la superficie foliar específica, 
el número de hojas por planta y el LAI. Esto señala nuevamente, como este aminoácido es una 
respuesta al déficit hídrico y cómo está implicado junto con otros parámetros en la respuesta de 
aclimatación de la planta a este tipo de estrés. Los parámetros agronómicos de % de materia seca, 
junto con el Brix y la superficie foliar específica por materia seca (SFEMS), son usados como 
índices del estado hídrico y de acumulación de sustancias en disolución (Morillo-Velarde & Ober 
2006). Además ha sido descrito que la SFEMS se ven disminuidos en las plantas sometidas a 
estrés hídrico (Poorter et al. 2009). La disminución de la cobertura es un mecanismo bien 
conocido de las plantas para tolerar situaciones de sequía. En el caso de la remolacha azucarera, 




cuando las plantas están bajo estrés hídrico severo, las hojas no se recuperan a partir del mediodía, 
marchitándose por la tarde (Hanks et al. 1981). En el estrés por la sequía tanto la formación de 
hojas como la producción de raíz se ven reducidos (Hoffmann et al. 2005). 
En este trabajo se pone de manifiesto que en condiciones de déficit hídrico las plantas de 
remolacha disminuyen su área foliar  y acumulan osmolitos compatibles, como la prolina en la 
raíz.  
El seguimiento en los diferentes ensayos del contenido en prolina de hojas y peciolos, 
además de en raíces, nos ha llevado a establecer una interesante relación entre el origen de la señal 
de estrés y la acumulación de este osmolito en diferentes órganos de la planta y en diferentes 
situaciones.  
Durante la segunda campaña, además de en el ensayo de golpe de calor, se evaluó el 
contenido de prolina  en un ensayo de riego restringido con parcelas de secano, con aporte hídrico 
del 60% y parcelas controles regadas. Este ensayo nos aporta la evidencia de que es la restricción 
hídrica severa del secano la que desencadena la mayor acumulación de prolina, y que ésta ocurre 
en la raíz (Fig. 4.2; raíz). Los niveles de prolina del control y de riego restringido (60% de agua) 
permanecen mucho más bajos con un ligero incremento de la cantidad de prolina tras la 
finalización de los riegos. En el ensayo de golpe de calor la distribución de la prolina es diferente; 
además, en T3 se acumula prolina en las hojas en el muestreo del 16 de mayo, coincidiendo con 
la máxima defoliación de la planta (Fig. 4.3). Los resultados de la Tabla 4.2 muestran que, en 
ambos ensayos, fue la prolina acumulada en la raíz la que mejores correlaciones presentaba con 
los parámetros hídricos estudiados. Sin embargo se hallaron diferencias importantes entre ambos 
tipos de ensayo. En el ensayo de riego restringido las correlaciones más significativas (**) se 
establecen entre la prolina de la raíz y la materia seca de la raíz y con el brix de la misma. Por el 
contrario, en el ensayo del golpe de calor la prolina de la raíz se correlaciona con una alta 
significación (**) con el SFEMS y con % de MS de la hoja. Estos resultados indican que el 
contenido en prolina de la raíz acumuladora está relacionado con el estrés hídrico, siendo 
cuantitativamente mucho más importante en este órgano que en hojas y peciolos. También nos 
llevó a concluir que la respuesta de Beta vulgaris al déficit hídrico es diferente según qué órgano 
de la planta reciba la señal (hoja, en el golpe de calor, o raíz, en el ensayo de secano). Estos 
resultados son de gran interés ya que no hay estudios que muestren esta diferente respuesta a la 
acumulación de prolina en remolacha azucarera en relación con la señal de estrés.  
Esto se puso de manifiesto también en ensayos llevados a cabo en cámaras de cultivo, 
dónde se repitieron los resultados observados en campo. Es el estrés hídrico severo el que dispara 
la acumulación de prolina en las hojas (Fig. 4.9, Ensayo hídrico, día 10) en plantas no aclimatadas 
y produce una acumulación de prolina en raíces mucho mayor que la debida al estrés térmico (Fig. 
4.11, Raíces). También fue ratificada la fuerte relación entre la acumulación de prolina en raíces 
y el brix de raíz (Fig. 4.13), poniendo de manifiesto que ambos parámetros son buenos índices de 




estrés hídrico en la raíz y un reflejo de la capacidad de ajuste osmótico de este órgano para 
enfrentarse a déficits de agua. Respecto a la respuesta de acumulación de prolina en diferentes 
órganos de la planta, cabe destacar los estudios con plantas de remolacha quiméricas en las que 
se ha introducido los genes ZxNHX y ZxVP1-1 que codifican para un antiporte de Na/K del 
tonoplasto de la planta xerofitica Zygophyllum xanthoxylum. Esta expresión confiere tolerancia a 
la salinidad a las plantas transformadas, creciendo de forma adecuada a concentraciones de NaCl 
que producen clorosis en las plantas salvajes. Estas plantas modificadas acumulan más prolina, 
sodio y potasio en las hojas y peciolos cuando están expuestas a alta salinidad, disminuyendo el 
potencial de soluto en las hojas, reteniendo más agua y disminuyendo los daños en la membrana 
celular. Las plantas quiméricas acumulan mucha más sacarosa, glucosa y fructosa en las raíces 
acumuladoras que las plantas salvajes en ausencia o presencia de sal (Wu et al. 2015). Estos 
trabajos van en el mismo sentido de lo observado en nuestras plantas de remolacha respecto a la 
acumulación diferencial de prolina en los distintos órganos según las características del estrés y 
la aclimatación.  Las altas y puntuales acumulaciones de prolina en las pocas y pequeñas hojas de 
las plantas sometidas a déficit hídrico, responden a la necesidad de la planta de, en ausencia de 
transpiración puntual, establecer el flujo de agua ajustando el contenido de osmolitos en la hoja 
(León et al. 2006).  
Nuestros trabajos también han puesto de manifiesto que el aumento de las temperaturas 
(golpe de calor) induce, con frecuencia, una situación de déficit hídrico, provocando un 
desequilibrio entre la velocidad de transpiración y la de incorporación de agua por la planta. Esto 
ocurre en cultivos de regadíos e incluso en cultivos hidropónicos con total disponibilidad de agua, 
como se ha comprobado en los experimentos de estrés térmico en condiciones controladas (Fig. 
4.10, estrés térmico). Esto también se puso de manifiesto durante la tercera campaña, dónde las 
raíces de los tratamientos más estresado del ensayo hídrico (Fig. 4.5, Secano) y térmico (Fig. 4.6, 
T3), fueron las que más prolina acumularon. Pero lo más llamativo fue que estas plantas de la 3ª 
campaña, en general, tanto en el ensayo térmico como el hídrico, mostraron una escasa 
acumulación de prolina en raíces (del orden de 2,4 veces menos en el ensayo térmico, 6 veces 
menos en el ensayo hídrico, respecto a los valores de la segunda campaña) y no registraron 
acumulación destacable de prolina en hojas. Estos datos muestran claramente que las plantas de 
la segunda campaña mostraban un claro déficit hídrico, que se vio agravado por el estrés térmico 
suministrado por los túneles, desencadenando la síntesis de prolina.  
Durante la tercera campaña fue medido el contenido hídrico (CH) y el contenido hídrico 
relativo (CHR) de las plantas para intentar establecer los umbrales del estado hídrico de la planta 
que generaban las grandes subidas de prolina en hojas observadas en la segunda campaña. En la 
bibliografía aparecen numerosas referencias a los intervalos de CHR que pueden alcanzar las 
plantas de remolacha bajo diversas condiciones de estrés. Estudios de modelización realizados 
sobre 317 especies en 72 estudios de diversos biomas (incluido el mediterráneo), han definido un 




valor umbral de RWC (CHR) en el punto de pérdida de turgor del 75% para evitar la inhibición 
metabólica (Bartlett et al. 2012). En estudios en Beta vulgaris sometida estrés hídrico en 
condiciones de campo y previa aclimatación, se han constatado CHRs para las hojas de las plantas 
sometidas a estrés hídrico de 60%-65% y para las plantas control CHRs de entre 72%-85%. 
(Hajheidari et al. 2005). Para hojas de remolachas sometidas a estrés salino se han señalado 
valores de CHR entre 55% y 76% según la variedad, para 200 mM de NaCl durante 30 días. Las 
plantas control (0 mM NaCl) mostraban un CHR en torno al 78% para todas las variedades 
(Ghoulam et al. 2002). También han sido medidos CHR de entre el 44% y el 59% para diferentes 
genotipos (intolerantes o tolerantes a la sequía) de remolacha azucarera sometidas a condiciones 
de sequía durante 7 días. En condiciones de riego adecuado, los CHR presentaban valores de entre 
55% a 74% (intolerantes/ tolerantes a la sequía) (Shaw et al. 2002). Las plantas mueren por debajo 
de CHR de entre el 20 y el 50% dependiendo de la espacie por lo que según estos datos, excepto 
en muestreos puntuales del control, las plantas de la tercera campaña estarían entre un 70-80% de 
su plena turgencia (Fig. 4.7, Fig. 4.8), lo que para las condiciones ambientales del verano andaluz 
y por lo recogido en la bibliografía, es un buen estado de hidratación como ya nos habían 
confirmado los niveles de prolina.  
Es complejo establecer umbrales absolutos de nivel hídrico a partir del cual se dispara la 
acumulación de prolina en hojas ya que los patrones de distribución de prolina en hojas y raíces, 
así como los contenidos netos alcanzado en cada órgano parecen estar estrechamente relacionados 
con el historial de riego de la planta y con los procesos de aclimatación. Pero estos datos ponen 
de relevancia la importancia del control de los riegos a través de valores de la propia planta y no 
sólo climáticos.   
 
4.4. Influencia del estado de desarrollo en la respuesta al golpe de calor: microtúneles 
 
El estado de desarrollo y la posibilidad de aclimatación son variables que influyen de 
forma determinante en el efecto del estrés sobre las plantas. Con la colocación de los microtúneles 
en junio y julio, durante la segunda campaña y  en mayo, junio, y julio durante la tercera se pudo 
completar el estudio de la repercusión de los golpes de calor en la remolacha en condiciones de 
campo. Se evaluó el efecto del golpe de calor en relación con el estado de desarrollo del cultivo, 
de forma inmediata y en recolección, esto es, una vez quitado el túnel la mitad de la parcela se 
destina a análisis inmediato de los diferentes parámetros y la otra mitad se deja hasta recolección.  
En cuanto a la influencia de los túneles a corto plazo (efecto inmediato), se observó que 
fue escasa sobre los parámetros fisiológicos. Cabe destacar que SS e IN presentan diferencias 
estadísticamente significativas en alguno de los muestreos en las dos campañas (Fig. 6.3 A, C; 
Fig. 6.13 A, B). Pero según la campaña, las actividades aumentan o descienden con el tratamiento. 




Este fenómeno es esperable dado los factores tan diferentes que afectaron a las plantas en cada 
año agronómico.  
Es de señalar que el efecto inmediato del golpe de calor es más significativo cuando se 
produce en etapas tempranas del desarrollo (Tabla 6.2, tercera campaña). Los efectos sobre el 
cultivo del estrés térmico pueden llegar hasta recolección, cuando se combinan con déficit hídrico. 
En ese caso, también afectan a más parámetros agronómicos cuando se producen en la etapa de 
crecimiento más activo del cultivo (Tabla 6.1, segunda campaña). El golpe de calor de abril 
produce un impacto mucho mayor en el cultivo en cuanto a producción, que cae 
fundamentalmente por la falta de crecimiento de las plantas del microtúnel y por un leve descenso 
en la polarización.  
El análisis de los datos reagrupados (Tabla 6.3, 6.4) muestra que la aplicación de un golpe 
de calor tiene efectos en recolección con una disminución de la biomasa total (PRO) y de la 
polarización (POL) entre otros parámetros. Parece que se produce una  inhibición del crecimiento, 
posiblemente por las limitaciones en la fotosíntesis que impone el aumento de temperatura. Los 
golpes de calor, en condiciones de riego adecuado, no afectaron a la calidad del jugo (no hay 
variación significativa en el contenido en azúcares reductores, ni en el % VTIR ni el potasio). 
Algunos parámetros cuya acumulación determina una peor calidad del jugo (N--amino, Sodio), 
incluso disminuyeron, debido posiblemente a la protección frente a la demanda evapotranspirativa 
del ambiente, que supuso el efecto del microtúnel. 
Estos datos revelan que cuando la planta ha concluido su crecimiento vegetativo y en 
parcelas bien regadas, con buena disponibilidad hídrica, se ha producido un periodo de 
aclimatación a altas temperaturas, los golpes de calor no desencadenan respuestas en la planta que 
puedan influir en la calidad de la sacarosa producida aunque si en la producción total. La planta 
es capaz de aclimatarse y superar esta situación.  
 
4.5. La actividad PEPC y el estado metabólico de la raíz 
 
Se ha abordado el estudio de la actividad PEPC de Beta vulgaris, principalmente en la 
raíz acumuladora, los mecanismos de regulación de la actividad de esta enzima y la influencia del 
momento del desarrollo y el estrés ambiental en la actividad y la regulación de la enzima. La 
PEPC es una enzima fuertemente regulada por fosforilación reversible y esta fosforilación 
desensibiliza a la enzima frente al L-malato,  efector negativo de su actividad (Chollet et al. 1996). 
La IC50 de la enzima al L-malato se utiliza con frecuencia para determinar su estado de 
fosforilación siendo una mayor IC50 representativa de una enzima fosforilada (Echevarría & Vidal 
2003). La dificultad de calcular la IC50 en algunos tejidos y órganos C3 ha llevado a diseñar otros 
ensayos para evaluar el grado de fosforilación de la enzima. En concreto, la relación de la 




actividad de la enzima entre el pH óptimo de 8 y la actividad a los pHs subóptimo de 7,3 y 7,1 
han puesto en evidencia que dicha relación disminuye cuando la enzima se encuentra más 
fosforilada (Echevarría et al. 1994). Así mismo se ha visto un aumento de la afinidad de la enzima 
por su efector positivo, la glucosa-6P, cuando la enzima está fosforilada (Echevarría & Vidal 
2003).Se ha descrito que la activación diferencial de la forma fosforilada y no fosforilada  por 
glucosa-6P se detecta  a pHs subóptimos de 7,1 y 7,3 y no a pH óptimo de 8 siendo  la activación 
por glucosa-6P  mayor cuando la PEPC se encuentra desfosforilada (PEPC-OH) (Echevarría et 
al. 1994).  
La actividad en condiciones óptimas 
Los valores de actividad específica y actividad total a pH 8 de la PEPC obtenidos en 
las tres campañas estudiadas son bajos comparados con los valores obtenidos en otras campañas 
(Jiménez 2004). Estudios anteriores han mostrado que la actividad  de la PEPC a pH 8 establece 
una buena relación de la actividad con la cantidad de PEPC. Mayor actividad a este pH evidencia 
mayor cantidad de proteína (Chollet et al. 1996). Los mínimos en la primera campaña para la 
actividad específica (Fig. 5.1) son hasta 4 veces menores que los detectados en campañas 
anteriores (Jiménez 2004) lo que evidencia una menor cantidad de PEPC para esta variedad. La 
segunda campaña es la que muestra los menores valores de actividad PEPC y la tercera campaña 
se mantiene en el rango de valores de la 1ºcampaña. 
El efecto de los tratamientos en estos parámetros también es variable según la campaña. 
En la primera campaña (Fig. 5.1 y 5.2) las actividades a pH 8 muestran escasas diferencias entre 
tratamientos (2 muestreos en la actividad específica, ninguno en la total). Durante la segunda 
campaña (Fig. 5.15 y 5.16) existen más diferencias significativas entre los tratamientos (3 
muestreos en la actividad específica, 5 muestreos en la total). Es en la tercera campaña donde más 
amplias son las diferencias entre los tratamientos (todos los muestreos excepto el 3º para la 
actividad total y la específica). Estos datos nos indican en primer lugar, que la actividad PEPC 
responde en la raíz de remolacha a variaciones ambientales, ya sean ligeras, como las de la primera 
campaña o de mayor amplitud como las de la segunda campaña. Las condiciones de mayor déficit 
hídrico de la segunda campaña, en general disminuyen la actividad PEPC a pH 8. Por último, el 
estrés térmico ambiental de la tercera campaña tiene importantes repercusiones en la actividad 
PEPC en las raíces de la planta, aumentando la cantidad de PEPC. 
La importancia de esta actividad enzimática en el órgano acumulador, queda de 
manifiesto al analizar las correlaciones encontradas con otros parámetros agronómicos, climáticos 
y metabólicos. En cada campaña se analizaron estas correlaciones en el contexto de los golpes de 
calor con túneles. También se realizaron correlaciones globales teniendo en cuenta todos los 




ensayos realizados (hídrico, térmico y microtúneles) (Tablas 5.13, 5.14, 5.15). En las tres 
campañas y a nivel global, la actividad PEPC a pH 8 disminuye: 
- Cuando aumenta el estrés ambiental: aumenta la temperatura, máxima, media o 
mínima, aumenta la evapotranspiración, disminuye la humedad relativa, aumenta el 
% de materia seca de la raíz (Tablas 5.1, 5.4, 5.8, 5.15). Las condiciones de mayor 
demanda hídrica, disminuyen la actividad óptima de la PEPC determinada a pH 8. 
- Al progresar el desarrollo fenológico del cultivo, ya que tiene una importante 
correlación inversa con la integral térmica (Tablas 5.1, 5.4, 5.8, 5.13). 
- Cuando disminuye la actividad sacarosa sintasa y la cantidad de ATP (Tablas 5.1, 
5.4, 5.8). El papel de la cantidad de PEPC en la raíz, altamente correlacionado con la 
actividad sacarosa sintasa, está relacionado con el crecimiento activo de la raíz. 
Ambas enzimas presentas mayores valores de actividad en los momentos del cultivo 
en los que se da una importante actividad de crecimiento y división celular. Hacia el 
final del cultivo, donde la raíz está sometida a un proceso de expansión pero el 
crecimiento y la reposición de órganos fotosintéticos están muy reducidos y prima la 
acumulación de sacarosa, decae la importancia de estas actividades enzimáticas.  
 
En el resto de parámetros hay diferencias importantes entre las campañas, que están 
relacionadas con las diferentes situaciones ambientales sufridas por las plantas. 
En la primera y segunda campaña además de con los parámetros ambientales, la actividad 
PEPC muestra importantes correlaciones con los parámetros que miden la respuesta de la planta 
a las condiciones de déficit hídrico y al desarrollo del cultivo. Así, en la primera y la segunda 
campaña, la actividad PEPC disminuye: 
- Cuando aumenta la producción total de la planta, la producción de raíz y la 
producción de azúcar por hectárea relacionado con el proceso de crecimiento de la 
raíz acumuladora (Tabla 5.1, 5.4). 
- Cuando aumenta la polarización y el brix (Tabla 5.1, 5.4) estos parámetros están 
estrechamente relacionados con la producción de sacarosa y el crecimiento de la raíz 
(Echevarría & Morillo-Velarde 2005) pero también con situaciones de déficit hídrico 
en las que se produce la acumulación de osmolitos compatibles como han confirmado 
nuestros resultados (León et al. 2006). 
- Cuando disminuye el nitrógeno que circula por la planta, la cantidad de proteínas y 
la cantidad de K+. Esto estaría relacionado con lo comentado anteriormente sobre el 
momento de crecimiento de la raíz, con el estado de desarrollo de las hojas y con el 
ajuste osmótico en el que podría estar interviniendo la PEPC. 




Estos tres puntos evidencian el papel central de la PEPC en el metabolismo del C y el N 
en la raíz de remolacha azucarera. La función de la PEPC en el reparto de fotosintatos está 
ampliamente descrita (O’Leary et al. 2011). Nuestros resultados muestran además indicios del 
papel de esta enzima en el crecimiento del órgano de reserva. Su relación con el nitrógeno y las 
proteínas podría estar relacionada con la función anaplerótica, suministrando esqueletos 
carbonados para la respiración y para la síntesis de proteínas, en los momentos de crecimiento 
(Chollet et al. 1996). Su relación con el K+ podría indicar su participación en la incorporación de 
iones con función osmótica (incorporación de Na+ y K+), suministrando aniones (malato2-) a la 
raíz para la incorporación de estos cationes (Chollet et al. 1996).  
Regulación de la PEPC por fosforilación en Beta vulgaris 
No existen trabajos sobre la activación de la PEPC por fosforilación en la raíz de Beta 
vulgaris. En primer lugar era necesario evaluar si los parámetros utilizados en otras especies y en 
plantas C4 para determinar el grado de fosforilación de la enzima, podrían aplicarse en la PEPC 
de raíz de remolacha azucarera.  
1. La activación en presencia de glucosa-6P a concentración saturante a pHs subóptimos 
Las dificultades para evaluar la IC50 (sensibilidad al málico de la enzima, normalmente 
utilizada como indicador de fosforilación de esta) nos llevó  a utilizar el parámetros de la 
activación por glucosa-6P para evaluar el grado de fosforilación de la PEPC. Es importante 
destacar que nuestros datos confirman que la PEPC de raíz de remolacha responde de forma 
diferencial a la activación con glucosa-6P en función del pH al que se mida la actividad. Este 
efecto ha sido descrito en PEPCs C4 fotosintéticas (Echevarría et al. 1994). En la PEPC de raíces 
de remolacha, a lo largo de las tres campañas estudiadas, se observa este efecto diferencial entre 
el pH y el efecto de la gucosa-6P en la actividad de la enzima. A pH 8 no se observa activación 
en ninguna de las campañas, la relación de la actividad con/sin glucosa-6P es cercana a 1 a lo 
largo de todo el periodo estudiado (Fig. 5.9, 5.19, 5.27) independientemente de las condiciones 
de ensayo (T1, T2, T3). A pHs subóptimos pero fisiológicos de 7,1 y 7,3 es donde se observa una 
mayor activación diferencial en presencia de glucosa-6P (Fig. 5.9, 5.19, 5.27). En esta respuesta 
sí se encuentran variaciones: 
- En la primera campaña, este efecto activador es similar en las tres condiciones 
ensayadas (T1, T2, T3) y más evidente a pH 7,1. Pero varía a lo largo del desarrollo 
del cultivo, presentando los máximos durante los muestreos del mes de mayo, para 
los tres tratamientos y disminuyendo después dramáticamente (Fig.5.9 A, B, C). T2, 
el tratamiento más estresado, presenta menor activación. 




- En la segunda campaña (Fig. 5.19), cabe destacar que la activación a pH 7,3 y 7,1 es 
similar y que se mantiene para los tres tratamientos en el rango de los mínimos 
registrados en la primera campaña. 
- En la tercera campaña (Fig 5.27) vuelven a darse mayores diferencias de activación 
a pH7,1 y un marcado perfil diferente de T3 respecto a las otras dos condiciones.T3 
presenta mayor activación en los muestreos centrales. 
El hecho de que la activación a pHs subóptimos muestre diferencias entre tratamientos, entre 
periodos fenológicos y entre campañas, implica la existencia de otros factores relacionados con 
la regulación de la PEPC que estarían influyendo en el nivel de esta activación. Uno de los factores 
relacionados con esta activación descritos, es el nivel de fosforilación de la enzima (Echevarría 
et al. 1994). Según este parámetro la enzima estaría preferentemente desfosforilada cuanto mayor 
sea su activación. Esto para la primera campaña se da en los primeros muestreos, indicando que 
la forma preferentemente  desfosforilada de esta enzima se da en la etapa joven del cultivo y 
aumenta su grado de fosforilación conforme avanza el cultivo.  
2. La relación entre pH8/pHs supóptimos de 7,3 y 7,1 
Este parámetro también ha sido determinado para evaluar el grado de activación de la 
enzima en este ensayo. La relación de la actividad de la enzima entre el pH óptimo de 8 y la 
actividad a los pHs subóptimo de 7,3 y 7,1 disminuye cuando la enzima se encuentra más 
fosforilada (Echevarría & Vidal 2003). Cabe destacar, que la relación de pHs, al igual que la 
activación por glucosa-6P, sigue patrones diferentes en función de las campañas, las condiciones 
ambientales y el momento fenológico. 
La relación pH8/7,1 muestra diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos. Pero en la primera campaña (Fig.5.7) y en la segunda campaña (Fig. 5.17), la 
diferencia es en dos muestreos. En cambio, en la tercera campaña (Fig. 5.23) hay diferencias 
significativas entre los tratamientos en 6 de los 8 muestreos. Las condiciones de la tercera 
campaña sobre T3 afectaron de forma determinante este parámetro.  
Las diferencias encontradas en la relación pH8/pH7,1 estaría mostrando diferentes 
procesos de regulación de a PEPC en función del momento del desarrollo y el estrés ambiental, 
respondiendo de forma remarcable al estrés térmico de la planta. Los valores encontrados para 
esta relación, concuerdan con los de activación en presencia de glucosa 6-P, en las mismas 
situaciones. Estos dos parámetros, indicadores de la fosforilación de la PEPC, están 
correlacionados entre ellos en las tres campañas estudiadas de forma directa y contundente (Tabla 
5.2, 5.5, 5.9), indicando que responden a cambios en el estado de activación de la enzima por 
fosforilación. Además, estas correlaciones van el en sentido descrito para las PEPCs 
fotosintéticas: mayores valores de la relación pH8/pHs subóptimos implican mayores valores de 




activación en presencia del efector positivo. La PEPC fosforilada es menos sensible a málico, 
responde a menores concentraciones de glucosa-6P y es más eficaz a pH subóptimo pero 
fisiológico de 7 y 7,3 (Echevarría & Vidal 2003). La enzima fosforilada tiene el potencial de 
amplificar el efecto de la glucosa-6P, protegiendo a la enzima de la inhibición por L-malato. En 
ausencia de malato y presencia de concentraciones saturantes de glucosa 6P (4 mM), el grado de 
activación de la enzima fosforilada es menor que para la enzima no fosforilada (valores  de 2,3-
OP; 10-OH a pH 7,1 y valores  de 1,1-OP; 2,8-OH a pH 7,3) (Echevarría et al. 1994).  
El tercer parámetro estudiado ha sido el grado de inhibición ante el efector negativo de la 
enzima el L-malato. En este caso no se determinó la IC50 sino la inhibición que provoca el L-
malato en la actividad de la enzima a una concentración dada de L-malato y a pH subóptimo de 
7,3. La actividad PEPC determinada en estas condiciones, tuvo comportamientos diferentes según 
la campaña estudiada. En la primera campaña, las actividades en presencia de málico van en el 
sentido de la bibliografía y coinciden ampliamente con los otros dos parámetros (Tabla 5.2). Es 
decir, una menor inhibición de la actividad en presencia de málico para una enzima fosforilada. 
Podemos concluir que en la primera campaña, los parámetros relacionados con la fosforilación 
eran coincidentes. Pero en la segunda y la tercera campaña, la sensibilidad al málico presenta 
correlaciones opuestas con los otros dos parámetros indicadores de fosforilación. Con frecuencia, 
los datos de la literatura muestran que la enzima fosforilada disminuye su sensibilidad al efector 
negativo L-malato (Chollet et al. 1996; Echevarría et al. 1994; Wang et al. 1994). Pero en ensayos 
de respuesta a altas temperaturas en hojas de plantas C3 y C4 llevados a cabo por Chinthapalli y 
su equipo (Chinthapalli et al. 2003) ha sido medida la disminución a la sensibilidad al málico al 
aumentar la temperatura de la hoja. Las altas temperaturas en las hojas inducen cambios en la 
PEPC que la desensibilizan frente al málico, sin embargo, en este caso y según muestran los 
autores con experimentos de marcaje in vivo de la PEPC con 32P, en esta disminución de la 
sensibilidad al málico no está involucrada la fosforilación de la PEPC (Chinthapalli et al. 2003). 
Estas observaciones podrían explicar el comportamiento anómalo de la sensibilidad al málico 
respecto al estado de fosforilación de la enzima, precisamente en la segunda y la tercera campaña, 
cuando más drástico fue el efecto de la temperatura sobre las plantas. 
 
3. ¿Qué factores influyen en el grado de fosforilación de la PEPC en la raíz de 
remolacha? 
Según lo mostrado de que el grado de activación en presencia de glucosa-6P y la relación 
entre la actividad pH 8/pH subóptimos indican también en la raíz de Beta vulgaris el nivel de 
fosforilación de la enzima, la PEPC estaría más fosforilada: 




- En la primera campaña, a partir del 4º muestreo (mes de junio-julio) en todos los 
tratamientos y en el tratamiento T2 en todos los muestreos. 
- En la segunda campaña a lo largo de todos los muestreos. 
- En la tercera campaña, en el control y en T2 más que en T3. 
Cabe destacar la diversidad de correlaciones que presenta la activación de la PEPC 
(activación con glucosa-6P, pH8/pHs subóptimos) con el resto de parámetros estudiados. Las 
condiciones diferenciales y determinantes de cada campaña, modulan la respuesta de la planta 
respecto a la fosforilación de la PEPC. Se analizó la relación de estos parámetros con el resto de 
parámetros estudiados para determinar en qué condiciones se veía favorecida la fosforilación de 
la PEPC: 
- En las dos primeras campañas por el estrés ambiental relacionado con el déficit 
hídrico: aumento de la temperatura mínima, media o máxima, aumento de la 
polarización o el N- amino.  
- En las dos primeras campañas, por la disminución del nitrógeno presente en la planta 
(N-total, en limbos y en materia seca en la 1ª campaña, N en jugo de peciolos en la 
2ª). 
- En la segunda y la tercera campaña, por el aumento de producción de la planta, 
parámetros relacionado con el crecimiento del cultivo. 
Ha sido descrito un aumento de la actividad PEPC y de la PPCK en condiciones de sequía 
y estrés osmótico. En A. thaliana se ha descrito el aumento de algunas de las isoformas de PEPC, 
especialmente en las raíces, en respuesta al estrés salino y por sequía. Entre las isoformas 
altamente trascritas estaría la tipo bacteriana, que no tiene dominio de fosforilación (Sánchez & 
Cejudo 2003). También se han detectado importantes aumentos de la transcripción y de la 
actividad PEPC en raíces de trigo sometidas a estrés osmótico y salino (González et al. 2003). En 
hojas de sorgo se ha documentado el aumento de la PPCK en respuesta al estrés salino y la 
fosforilación de la PEPC de sorgo, en condiciones de oscuridad y estrés osmótico (García-
Mauriño et al. 2003; Echevarría et al. 2001). Estas observaciones concuerdan con las 
correlaciones obtenidas entre los parámetros de la regulación de la PEPC por fosforilación y el 
resto de variables estudiadas. 
Los datos obtenidos indicarían una compleja modulación del grado de fosforilación de la 
PEPC para responder a las diferentes situaciones, aumentando en situaciones que favorezcan el 
estrés hídrico. La relación con la producción en las dos campañas más estresadas podría estar 
relacionada con la recuperación foliar que tuvieron que realizar las plantas durante el periodo de 
estudio por los choques térmicos y/o hídricos a las que fueron sometidas.  
 




Regulación por monoubiquitinación 
Nuestros datos también muestran que en esta modulación de la PEPC en las plantas de 
remolacha, estaría participando el proceso de monoubiquitinación.  En este sentido es importante 
destacar los resultados observados en los Westerns blot de hojas (Fig. 5.12) y raíces (Fig.5.13, 
5.20). En estas figuras queda constatada la presencia de PEPC monoubiquitinada en las hojas y 
las raíces de Beta vulgaris. Esa monoubiquitinación ha sido detectada en extractos clarificados de 
diferentes plantas, incluyendo hojas C3, células de la guarda, raíces y frutos (Denecke et al., 1993; 
Law & Plaxton, 1997; De Nisi & Zocchi, 2000; Rao et al., 2006), y durante el desarrollo y 
germinación de la semilla de cereales, como en trigo, cebada y sorgo (Osuna et al., 1996; González 
et at., 1998; Nhiri et al. 2000; Feria et al., 2008; Ruiz-Ballesta et al., 2014). 
En primer lugar cabe destacar las diferencias en el patrón de monoubiquitinación de hojas y 
raíces. Las hojas muestran la PEPC monoubiquitinada, en igual proporción de proteína 
ubiquitinada y sin ubiquitinar (Figura 5.12). Las raíces en cambio, muestran monoubiquitinación 
pero en menor proporción que la enzima sin Ub (banda más tenue, Fig.5.13, Fig. 5.20), en 
ocasiones la banda es inapreciable. 
En la raíz, la aparición de la banda superior de PEPC ubiquitinada (PEPC-Ub), sigue patrones 
diferentes en cada condición de ensayo. Durante la primera campaña se hace más evidente en los 
primeros y últimos muestreos de las condiciones. En la condición T3 no se distingue la banda Ub-
PEPC (Fig.5.13). Durante la segunda campaña está más presente en el control que en T3 (Fig. 
5.20), aunque las diferencias son muy ligeras. 
En el endospermo de semillas germinadas de ricino, se descubrió por primera vez la  
monoubiquitinación reguladora  en una enzima metabólica, es decir, en la PEPC (Uhrig et al. 
2008). En nuestros resultados, la desigual presencia de la PEPC-Ub en los diferentes tratamientos, 
podría indicar que la monoubiquitinación está, al menos en parte, determinada por las condiciones 
ambientales. Serán necesarios más estudios para determinar los contextos fisiológicos en los que 
las plantas utilizan este mecanismo de regulación y como interactúa la ubiquitinación de la PEPC 
con el resto de mecanismos de regulación de la enzima. Sin embargo, estos resultados muestran 
que en remolacha, en las condiciones estudiadas en esta campaña, es la PEPC de hojas la que se 
encuentre preferentemente en estado heterotetramérico con una proporción 1:1 de enzima 
ubiquitinada y desubiquitinada, mientras que en la raíz se encontraría en su forma 
homotetramérica, con una presencia baja del heterotetrámero que aparece de forma débil en 
algunos muestreos y está ausente en el T3 de la campaña 1ª. Además, podemos afirmar que los 
tratamientos de golpe de calor no indujeron la monoubiquitinación de la PEPC.  
 
 




PEPC y resistencia térmica 
En la tercera campaña se determinó  la actividad PEPC de los diferentes ensayos a tres 
temperaturas diferentes: 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC. La figura 5.31 se muestra el efecto diferencial de 
estas tres temperaturas a lo largo de los muestreos en función del tratamiento. Los resultados han 
mostrado que en los tres tratamientos la actividad dela PEPC de raíz de remolacha muestra una 
temperatura óptima de 40 ºC en la mayoría de los muestreos. La resistencia in vitro a la 
temperatura de la PEPC ha sido estudiada comparando plantas C3 y plantas C4, siendo estas 
últimas las que presentaba una mayor temperatura óptima ( 45 ºC para la PEPC C4 y 30 ºC para 
la PEPC C3) (Chinthapalli et al. 2003). Nuestros datos muestran para la PEPC de raíz mantiene 
una elevada proporción de su actividad en un medio a 50 ºC y que además, el grado de actividad 
a esta Tª está directamente correlacionado con la temperatura máxima soportada por la planta 
(Tabla 5.12, fila 1). Nuestros ensayos fueron realizados con plantas sometidas a altas 
temperaturas, que podrían haber generado un proceso de aclimatación. Esto se hace evidente en 
los datos de la figura 5.31 y en la tabla 5.11 donde se muestra que en la condición T3 (la que 
mayor estrés térmico sufrió), la enzima mantiene una mayor actividad a 50 ºC. Estos datos 
ratifican el proceso de aclimatación de la planta en esta condición que induce mayor resistencia 
térmica en la PEPC de raíz. Las correlaciones de la actividad PEPC a 50 ºC (Tabla 5.12) la 
relacionan de forma directa con el aumento de prolina y de sodio, indicando la implicación la 
protección osmótica en esta resistencia a la temperatura. La modulación de la enzima generando 
mejores respuesta a mayores temperaturas e iluminación se ha puesto en evidencia en plantas C4 
en condiciones naturales de crecimiento (Avasthi et al. 2011). 
Aunque se ha descrito que en la activación por temperatura no está involucrada la 
fosforilación (Chinthapalli et al. 2003), no ha sido estudiado cómo influye el nivel de fosforilación 
de la enzima a la resistencia térmica. Ya ha sido discutido que en las condiciones de esta tercera 
campaña, T3, el tratamiento con mayor estrés térmico desligado del estrés hídrico era el que 
presentaba un menor grado de fosforilación de la PEPC. T3 es además el tratamiento en el que la 
PEPC muestra una mayor resistencia térmica in vitro (Tabla 5.11). Estos datos apoyan que la 
enzima desfosforilada presentaría una mayor tolerancia a las altas temperaturas. Las correlaciones 
establecidas con el resto de parámetros también aportan evidencias de este fenómeno. En la tabla 
5.12, las correlaciones con los parámetros agronómicos y metabólicos aportan que la PEPC 
presentaría una mayor actividad a 40 ºC cuando: 
- Aumenta la producción de hojas, la cobertura, el LAI. 
- Aumenta la actividad sacarosa sintasa y el potasio 
- La planta presenta una menor integral térmica (cultivo más joven). 




Estos parámetros han sido relacionados con una mayor cantidad de enzima (actividad a pH 8) y/o 
una menor activación por fosforilación a lo largo de las campañas, reforzando la relación inversa 
entre el grado de fosforilación de la enzima y la aclimatación térmica. 
 
4.6. Los adenilatos como índice de la actividad metabólica de la raíz 
 
Los niveles de adenilatos en la raíz acumuladora están determinados principalmente por 
el programa de desarrollo de la planta en interacción con amplios cambios ambientales 
(fotoperiodo, tendencias de las temperaturas). Sin embargo, cuando el sistema metabólico de la 
raíz está activo, como sucede en las plantas de siembra otoñal en recolección, pueden detectarse 
variaciones en los niveles de adenilatos en respuesta a situaciones puntuales de estrés (Jiménez 
2004). En general una relación ATP/ADP alta sugiere una situación de alta actividad metabólica 
(García-Mauriño et al. 2005a). Durante las dos campañas en la que se midieron estos parámetros, 
1ª campaña y 2ª campaña se observó que los valores de ATP y ADP obtenidos fueron en general, 
mucho más bajos que los de las anteriores campañas muestreadas por nuestro grupo (del orden de 
10 veces menores) (García-Mauriño et al. 2005b). Esto podría deberse a que esta variedad 
funciona a una menor tasa metabólica o a las condiciones climáticas características similares a 
los de la variedad Ramona estudiada en anteriores campañas (García-Mauriño et al. 2005b).  
Durante la 1ª campaña los valores de ATP y ADP en la raíz de remolacha van 
descendiendo hasta junio en las tres condiciones de manejo (Fig. 3.1 A y B) y presentan altas 
oscilaciones en la relación ATP/ADP (Fig. 3.1 C) lo que indica una alta tasa metabólica en la raíz. 
Esto es debido posiblemente a que este órgano se encuentra en crecimiento. A partir del 7 de junio 
(5º muestreo) va aumentando el contenido en ATP y en ADP y se estabiliza la relación ATP/ADP. 
Esta combinación muestra que la raíz se encuentra en un periodo de estabilidad metabólica, dónde 
no se produce nueva síntesis de biomasa. Podría coincidir con el comienzo del periodo de 
acumulación. También indicaría que las raíces no se encuentran sometidas a estrés. En el último 
muestreo (11 de julio) esta situación varía ligeramente, observándose un ligero aumento de la 
relación ATP/ADP. Ha sido descrito que en el momento precosecha, las remolachas de siembra 
otoñal presentan un metabolismo activo, capaz de variar en respuesta al estrés. En el momento de 
la cosecha, las remolachas de siembra otoñal acumulan mayor cantidad de prolina y de glucosa 
en las raíces que las de siembra primaveral. Ambos metabolitos están asociados al estrés: la 
prolina se acumula como osmolito compatible para restaurar el equilibrio hídrico y la glucosa que 
indicaría una movilización de la sacarosa (Echevarría & Morillo-Velarde 2005). En este último 
muestreo de la primera campaña en la condición control se dan dos de las situaciones 
anteriormente descritas: aumenta la relación ATP/ADP y la cantidad de prolina, que presenta los 
máximos de la campaña en el último muestreo (Fig. 4.1). 




 En general, los valores de la relación ATP/ADP de esta campaña son bajos, y se puede 
considerar que están en relación a una baja situación de estrés de la planta durante la fecha de 
recolección, datos que están de acuerdo con las condiciones climáticas suaves de los meses de 
junio y julio del periodo de recolección de la remolacha de esta primera campaña (ver capítulo 
1.1,  datos climáticos).  
 La segunda campaña mantuvo prácticamente en todos los muestreos unos valores muy 
bajos de ADP y por lo tanto una alta relación ATP/ADP, que indica una mayor actividad 
metabólica que en la campaña anterior (Fig.3.2). Las diferencias significativas que muestran los 
niveles de adenilatos en el tratamiento más estresado (T3) y sus mayores valores de ATP muestran 
que T3 fue la condición con mayor actividad metabólica. Valorando los resultados ya discutidos, 
estos niveles de adenilatos en esta campaña y en este tratamiento, se corresponden con la respuesta 
al estrés que estaban desarrollando las plantas de esta segunda campaña, y que su metabolismo 
activo les permite llevar a cabo. Esto se ve reforzado por los datos de adenilatos del ensayo 
hídrico, donde de nuevo la condición más estresada, secano (Fig.3.3, secano) presenta la 
combinación que indica una mayor tasa metabólica. Es destacable el efecto de una mejora en las 
condiciones ambientales sobre este parámetro, observada durante el 4º muestreo, que pone de 
manifiesto la capacidad de los adenilatos para responder a situaciones puntuales de estrés en las 


































1) Ligeros aumentos en las temperaturas (∆2-3ºC) en la época de crecimiento del cultivo (abril-
mayo) disminuyen el área foliar y generan pérdidas de polarización (concentración de sacarosa) 
a corto plazo.  
 
2) Un perfil hídrico del suelo deficiente al comienzo de la época de riegos, combinado con 
temperaturas por encima de 40 ºC durante varios días, generan un importante impacto en el 
cultivo de la remolacha produciendo una importante caída de la producción foliar y la 
consecuente pérdida de cosecha (disminución de más del 50% de la producción de raíz Ha-1). 
 
3) Un adecuado perfil hídrico del suelo combinado con temperaturas por encima de 40 ºC durante 
varios días, genera cambios en la morfología de la hoja, aumentando el peciolo y disminuyendo 
el limbo además de descender la producción foliar.  
 
4)  La pérdida de superficie fotosintéticamente activa producida por los golpes de calor, restringe 
el aporte de fotosintatos a la raíz, disminuyendo el crecimiento del sumidero, la biomasa de raíz 
(t Ha-1) y la producción de azúcar por hectárea, pero no genera variaciones importantes en la 
concentración de sacarosa en las raíces (polarización). 
 
5) El efecto inmediato de los golpes de calor es más evidente sobre un mayor número de parámetros 
agronómicos, cuando se produce en etapas más tempranas del desarrollo del cultivo (abril). Con 
una buena disponibilidad hídrica, en etapas jóvenes del cultivo, los golpes de calor tienen un 
efecto significativamente menor en los parámetros agronómicos de la remolacha.  
 
6) Cuando la planta está sometida a estrés hídrico y térmico (2ª campaña), disminuye su área foliar 
y aumenta la producción de sustancias protectoras como es la prolina en la raíz. Se muestra que 
este osmolito es buen marcador del estado hídrico de las raíces de remolacha azucarera. Además, 
la acumulación de prolina en los diferentes órganos es dependiente del órgano que reciba la señal 
de deshidratación, hoja o raíz, alta temperatura o déficit hídrico respectivamente.  
 
7) Los patrones de distribución de prolina en hojas y raíces, así como los contenidos netos 
alcanzados en cada órgano están estrechamente relacionados con el historial de riego de la planta 
y con sus procesos de aclimatación.  
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8) La adaptación al estrés térmico implica una mayor cantidad de proteínas en la raíz y el aumento 
de glucosa en la época central del cultivo.  
 
9) El déficit hídrico y/o térmico sufridos en la 2ª y la 3ª campaña durante la época de crecimiento, 
aumentaron la relación ATP/ADP en la raíz de remolacha lo que indica una alta actividad 
metabólica. 
 
10) La actividad sacarosa sintasa en la raíz tiene un importante papel en la regeneración foliar y de 
raíz, tras las pérdidas producidas por golpe de calor, cuando esta se produce en etapas jóvenes 
del cultivo. Por el contrario, la SS disminuye su actividad en el periodo de concentración de 
sacarosa. En esta función se coordina con la actividad invertasa neutra. 
 
11) La actividad PEPC muestra importantes correlaciones con el nitrógeno inorgánico incorporado 
por la planta, las proteínas y el K+.  Además, la PEPC mantiene alta su actividad en el mismo 
momento fenológico que la SS, siendo mayor en los periodos de crecimiento activo de la planta.  
 
12) La PEPC en la raíz de la remolacha azucarera, en las condiciones estudiadas, es activada por 
fosforilación en situaciones de estrés hídrico y pero no de estrés térmico. Además, está regulada 
por monoubiquitinación siendo ampliamente monoubiquitinada en la hoja y poco en la raíz, 
independientemente de los golpes de calor o estrés hídrico.  
 
13) Los resultados de este trabajo ponen de relevancia la importancia del control de los riegos a 
través de indicadores de la propia planta (prolina, glucosa, brix del peciolo) y no sólo de los 
climáticos. Su aplicación permitiría la optimización de los recursos hídricos y la anticipación 
necesaria en situaciones climáticas poco predecibles (golpes de calor en la primavera andaluza) 
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enfrentarme con honestidad a la tarea de acompañar vidas. Gracias a los chicos y chicas de Salinas 
Grandes (Andrea, Brenda, Byron, Sofía…), de la Peñitas (Reiner, Roberto, Karla…) y a mis niños 
de las Vegas (Josué, Nino, Rosario, Rosana, “Gorje”, Elena, Cristina, Triana…). Y a los 
compañeros de profesión con los que he compartido sueños y momentos brillantes en esta difícil 
tarea: Rosa, Juana, Maite, Bea, Antonio, Carlos… 
Y a las personas valientes, que no se rinden y quieren volver a hacer del mundo lugar en 
equilibrio. Porque esa es nuestra auténtica naturaleza. 
Gracias a todos por formar parte de mi historia, una historia que merece la pena ser vivida. 
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